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1  Einleitung 
Die verschiedenen Disziplinen der regenerativen Medizin (Zelltherapie, Tissue Engineering) 
schüren derzeit sowohl in der Human- als auch in der Veterinärmedizin enorme Hoffnungen auf 
die Entwicklung neuer Therapiemöglichkeiten mit dem Ziel der Wiederherstellung verlorener oder 
verminderter Funktion von Organen bzw. Organsystemen. Hierfür können verschiedene Zellarten, 
u.a. die mesenchymalen Stammzellen (MSC), verwendet werden. Die besondere Fähigkeit der 
MSC zur Differenzierung in verschiedene Körpergewebe (z.B. Knorpel, Knochen) sowie ihre 
immunmodulatorischen Wirkungen bergen enormes Potential für den Einsatz im Sinne der 
regenerativen Medizin. MSC können aus verschiedenen Geweben isoliert, in vitro expandiert und 
anschließend weiteren Verfahren zugeführt werden.  
Bevor MSC jedoch zum klinischen Einsatz an Mensch und Tier kommen können, müssen noch 
offene Fragen z.B. zum Verbleib der MSC nach Applikation in den Organismus oder zu ihrer 
Funktion im Heilungsprozess beantwortet werden. Dafür müssen die applizierten MSC über einen 
längeren Zeitraum im lebenden Organismus identifizierbar sein. Ein mögliches Verfahren hierfür 
stellt die magnetresonanztomographische Nachverfolgung entsprechend markierter MSC dar.  
In dieser Arbeit wurden aus dem Knochenmark (KM) isolierte ovine MSC (oMSC) und equine MSC 
(eMSC) mit speziellen Kontrastmitteln, den sog. superparamagnetischen Eisenoxid (SPIO)-
Partikeln markiert. Verschiedene SPIO-Produkte wurden bezüglich ihrer Auswirkungen auf die 
biologischen Eigenschaften der MSC und ihre Markierungseffizienz untersucht. Desweiteren 
wurde die Nachverfolgbarkeit der SPIO-markierten MSC mittels Magnetresonanztomographie 
(MRT) evaluiert. 
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2  Literaturübersicht 
 
2.1  Stammzellen 
2.1.1  Ursprung, Systematik 
Stammzellen sind unspezialisierte Vorläuferzellen, die „zur Reserve“ in sog. Stammzellnischen im 
Körper vorkommen. Es wird angenommen, dass die MSC den Perizyten entstammen. Diese sitzen 
den Blutkapillaren außen auf. Treten Gewebeschädigungen auf, so werden die Perizyten von dort  
freigesetzt und wirken dann als trophische und immunmodulatorische MSC zur Initiierung der 
Regeneration des geschädigten Gewebes (FUCHS et al. 2004, CAPLAN 2008, 2009). 
Anhand ihres Alters werden embryonale und adulte Stammzellen unterschieden. Embryonale 
Stammzellen können nur aus dem Inneren von frühen Embryonen gewonnen werden und besitzen 
die Fähigkeit zur Totipotenz (BAJADA et al. 2008), d.h. können sich zu Zellen aller 3 Keimblätter 
sowie zu extraembryonalen Geweben differenzieren (MOBASHERI et al. 2009). So kann sich aus 
einer embryonalen Stammzelle ein kompletter eigenständiger Organismus entwickeln.  
Adulte Stammzellen werden aus späteren Embryonal- oder Fetalstadien bzw. von Säuglingen, 
Kindern oder Erwachsenen gewonnen. Sie besitzen nur noch eingeschränkte 
Differenzierungsmöglichkeiten (Abb. 1). YOUNG et BLACK (2004) beschreiben, dass es 2 
Kategorien von adulten Stammzellen für die Erhaltung und Regeneration von Körpergeweben gibt: 
a) Vorläuferzellen, deren Differenzierung in bestimmte Zelllinien determiniert ist (z.B. unipotente 
chondrogene Zellen im Perichondrium, multipotente hämatopoetische Zellen im KM und b) 
Stammzellen, deren Differenzierung noch teilweise unbestimmt ist. Letztere können wiederum in 2 
Subtypen unterschieden werden: Stammzellen der 3 Keimblätter, die zu allen Zelltypen des 
jeweiligen Keimblatts differenzieren können (z.B. multipotente MSC) und Stammzellen, die zu 
Zellen aller Keimblätter differenzieren können, aus denen sich jedoch kein eigenständiger 
Organismus mehr entwickeln kann. 
Die multipotenten MSC sind in dieser Arbeit von Interesse. In der Literatur finden sich zahlreiche 
Synonyme, wie z. B. Markstromazellen (Marrow stromal cells), Multipotente Stromazellen 
(multipotent stromal cells), Mesenchymale Stromazellen (mesenchymal stromal cells), KM-Stroma-
Stammzellen (bone marrow stromal stem cells, BMSSCs), Multipotente adulte Progenitorzellen 
(multipotent adult progenitor cells, MAPCs) etc. Da der Begriff „Mesenchymale Stammzelle“ bzw. 
„MSC“ am weitesten verbreitet erscheint, soll er im Folgenden verwendet werden. 
MSC werden dem mesodermalen Keimblatt zugeordnet und kommen in fast allen Geweben des 
Körpers vor. Sie können somit auch aus einer Vielzahl von mesenchymalen Geweben isoliert 
werden, wie beispielsweise aus Skelettmuskulatur (BOSCH et al. 2000), Fettgewebe (ZUK et al. 
2001), peripherem Blut (KUZNETSOV et al. 2001), Synovialmembran (DE BARI et al. 2003), 
Synovialflüssigkeit (JONES et al. 2004), Sehnengewebe (SALINGCARNBORIBOON et al. 2003), 
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Nabelschnurblut (KÖGLER et al. 2004) und Nabelschnurmatrix (WANG et al. 2004). Die am 
längsten bekannte, verlässlichste und reichhaltigste Quelle für MSC zur praktischen Anwendung 
stellt das KM dar (CHEN et al. 2008). Der Anteil von MSC an der Gesamtheit der Mononukleären 
Zellen (MNC) im KM liegt bei 0,001 bis 0,01% (PITTENGER et al. 1999), wobei der MSC-Titer mit 
zunehmendem Alter sinkt (CAPLAN 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.1.2  Charakterisierung der MSC 
Im Gegensatz zu den hämatopoetischen Stammzellen gibt es bisher für MSC keine Möglichkeit 
zur allgemeingültigen prospektiven Definition anhand spezifischer Phänotypen oder 
Oberflächenmoleküle. Um MSC zu definieren, wird daher eine Kombination bestimmter in vitro- 
Eigenschaften genutzt. Laut der „International Society of Cytotherapy“ wird eine Zellpopulation als 
humane MSC (hMSC) definiert, wenn sie folgende Kombination von Eigenschaften besitzt 
(DOMINICI et al. 2006): 
Embryonale 
Stammzelle 
(totipotent) 
Adulte 
Stammzelle 
(pluripotent) 
Hämato-
poetische 
Stammzelle 
(multipotent) 
Mesen-
chymale 
Stammzelle 
(multipotent) 
Erythro-
zyten 
Leuko-
zyten 
Myo-
blastische 
Stammzelle 
(unipotent) 
 
Adipofibro-
blastische 
Stammzelle 
(bipotent) 
 
KM- 
Stammzelle 
(bi-/ tripotent) 
  
 
Andere 
Stammzellen 
(uni-, bi-, tri, 
multi-potent) 
 
Myozyt Adipozyt 
Fibrozyt 
Adipozyt 
 
Chondro-
zyt 
Osteozyt 
 
andere 
Abb. 1: Stammzellsystematik mit Fokus auf MSC und die aus ihnen hervorgehenden Zelltypen des 
Bewegungs- und Stützsystems (YOUNG et BLACK 2004, MOBASHERI et al. 2009) 
Literaturübersicht 
 
 
 4 
• Plastikadhärenz unter Standart-Kulturbedingungen 
• die Kombination der Expression bzw. Nicht-Expression spezifischer 
Oberflächenmoleküle: CD105+, CD73+ und CD90+ bzw. CD45-, CD34-, CD14- oder 
CD11b-, CD79-  oder CD19- und HLA-DR- 
• tripotente mesenchymale Differenzierungsfähigkeit (adipogen, chondrogen, osteogen) 
Jedoch sei zu bedenken, dass nicht-humane MSC möglicherweise nicht dieselben 
Oberflächenmoleküle besitzen müssen, wie hMSC. So stehen zur Identifizierung der MSC 
verschiedener Haustierarten nur Plastikadhärenz und tripotentes Differenzierungspotential zur 
Verfügung, was eine stete Eindeutigkeit möglicherweise bezweifeln lässt (KOCH et al. 2008). 
Die Adhärenz an Plastikoberflächen ist die derzeit einfachste und häufigst genutzte Möglichkeit der 
Isolation von MSC aus Geweben. Nicht adhärente Zellen werden beim Wechseln des 
Kulturmediums weggewaschen, was im Laufe der Expansion zur Aufreinigung der Zellpopulation 
führt. 
Obwohl MSC aus den verschiedenen Quellen ähnliche phänotypische Eigenschaften besitzen, ist 
nicht endgültig geklärt, ob es sich dabei um identische Zellen handelt. Unter gleichen 
Kulturbedingungen werden verschiedene Proliferations- und Differenzierungspotentiale 
beobachtet. So konnte in der Studie von SAKAGUCHI et al. (2005) die vergleichsweise stärkste 
Fähigkeit zur Chondrogenese von aus der Synovialmembran gewonnenen hMSC nachgewiesen 
werden. Ursprungsgewebe, aber auch Isolationsmethode, Kulturoberfläche, Zelldichte, Art des 
Kulturmediums, Zugabe spezifischer wachstumsstimulierender Faktoren, sowie Alter und 
Gesundheitsstatus des Spenders scheinen den Charakter der isolierten Zellen zu beeinflussen 
(CHEN et TUAN 2008).  
 
2.1.3  Funktion der MSC 
Die natürliche Funktion der MSC liegt in der Erhaltung und Regeneration von Geweben und 
Organen.  
Dazu besitzen sie die Fähigkeit zur Differenzierung in verschiedenste mesenchymale Gewebe, wie 
Fett, Knorpel, Knochen, Sehnen, Bänder, Herz-, Skelett- und glatte Muskulatur, Lederhaut, 
Blutgefäße und hämatopoetische Zellen (Abb. 2). Des Weiteren besitzen sie die Fähigkeit zur 
Transdifferenzierung, d.h. eine bereits ausdifferenzierte Zelle (z.B. Osteoblast) kann 
dedifferenzieren und infolge genetischer Reprogrammierung zu Zellen anderer Zelllinien (z.B. 
Adipozyt oder Chondrozyt) ausdifferenzieren (SONG et TUAN 2004).  
Eine weitere sehr wichtige Eigenschaft von MSC ist die Sekretion löslicher Biofaktoren (trophische 
Wirkungen). Durch diese werden Narbenbildung und Apoptose gehemmt, sowie Angiogenese und 
Mitose von Stamm- und Progenitorzellen gefördert (CAPLAN 2007). Zudem wurden via Hemmung 
von T- und B-Zellen, Natürlichen Killerzellen und Dendritischen Zellen immunmodulatorische und 
entzündungshemmende Eigenschaften beobachtet (TSE et al. 2003, CORCIONE et al. 2006, 
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RAMASAMY et al. 2007, LE BLANC et RINGDEN 2007, SPAGGIARI et al. 2008). Somit kann bei 
einer Stammzelltherapie der Einsatz begleitender immunsuppressiver Therapie reduziert oder gar 
vermieden werden, was v.a. für allogene Therapien neue Möglichkeiten eröffnen könnte. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2  Regenerative Medizin und der Einsatz von Stammzellen  
Regenerative Medizin ist ein Schlagwort in aller Munde. DAAR et GREENWOOD (2007) 
beschreiben die Ziele der Regenerativen Medizin als Reparatur, Ersatz und Wiederherstellung von 
Zellen, Geweben und Organen zur Verbesserung geminderter Funktion. 
Stammzellen nehmen in der Regeneration eine wichtige Rolle ein: sie initiieren 
Reparaturmechanismen durch ihre Proliferation und Differenzierung in den notwendigen Zelltyp 
und unterstützen die Regeneration durch die Sekretion löslicher Biofaktoren. 
Sollen Stammzellen zum Einsatz kommen, so müssen Vor- und Nachteile embryonaler und adulter 
Stammzellen abgewogen werden. Die Gewinnung embryonaler Stammzellen ist nur begrenzt 
möglich und wird bislang als ethisch und moralisch bedenklich angesehen. Zudem birgt die 
Transplantation embryonaler Stammzellen erhöhte Tumorrisiken (Teratombildung) für den 
Empfänger (BAKER 2009a, 2009b). Daher scheint eine klinische Anwendung dieser Zellen zurzeit 
nicht denkbar. Adulte Stammzellen besitzen zwar ein geringeres Differenzierungspotential, stehen 
aber fast unbegrenzt zur Verfügung. Ihre Gewinnung ist relativ einfach, sowie ethisch und 
moralisch unbedenklich, was sie zu einer weitaus sicheren Quelle für die regenerative Medizin 
macht. 
Abb. 2: Darstellung beispielhafter Differenzierungsmöglichkeiten von MSC 
MSC Skelettmuskulatur 
Fett 
Knochenmark 
Knochen 
Knorpel 
Sehne 
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Prinzipiell bestehen 2 Möglichkeiten einer Stammzelltherapie: die systemische Injektion der Zellen 
in die Blutbahn oder die lokale Implantation der Zellen an den Ort des Gewebedefekts. Bei 
letzterer Methode können die Zellen entweder in Suspension oder kombiniert mit einem 
dreidimensionalen biokompatiblen Trägermaterial (Scaffold) in den Organismus eingebracht 
werden.  
 
Bisherige Ergebnisse zur therapeutischen Anwendung von MSC stammen v.a. aus in vitro-
Versuchen und Tierstudien, jedoch steigt auch die Anzahl erfolgreicher Berichte aus der klinisch-
therapeutischen Anwendung an Mensch und Tier. 
Therapeutische Einsatzmöglichkeiten von MSC scheinen dabei weitgefächert, weshalb 
nachfolgend nur einige mögliche Anwendungsgebiete von MSC in der Human- und 
Veterinärmedizin genannt werden können: die Folgen ischämischer Herzerkrankungen (z.B. 
Herzinfarkt) können mittels Injektion von MSC in die Herzkranzarterien oder direkt in das Myokard 
gemindert werden (WOLLERT et al. 2004, BOYLE et al. 2006) (klinische Humanstudie).  
Bei Versuchen an Ratten mit experimentell induziertem Schlaganfall konnten durch die 
intravenöse (i.v.) Injektion von MSC deutliche Verbesserungen der neurologischen Symptome 
erreicht werden (YOO et al. 2008, SKVORTSOVA et al. 2008, DHARMASAROJA 2009) 
(experimentelle Tierstudien).  
Verletzungen des Rückenmarks führen in vielen Fällen zu dramatischen neurologischen 
Ausfällen. In einem engen Zeitfenster von wenigen Wochen nach der Schädigung können 
intraarteriell oder i.v. verabreichte MSC auch am Rückenmark eine deutliche Verbesserung der 
neurologischen Symptome  bewirken (SYKOVA et al. 2006) (klinische Humanstudie). 
Desweiteren können MSC in der Knochenregeneration, sowohl nach Knochenverlust, als auch 
bei Nichtvereinigung von Frakturenden oder der genetisch bedingten Osteogenesis imperfecta 
eingesetzt werden (HORWITZ et al. 1999, BAJADA et al. 2008). In Kombination mit verschiedenen 
Biomaterialien konnten bisher verschiedene Arten von Knochendefekten therapiert werden. In 
diversen klinischen Studien am Menschen konnten Avulsionsfrakturen der distalen Phalanx 
(VACANTI et al. 2001), große Defekte an langen Röhrenknochen (QUARTO et al. 2001, 
MARCACCI et al. 2007) und Unterkieferverkürzung (KITOH et al. 2004, HIBI et al. 2006) 
erfolgreich behandelt werden.  
Bänder und Sehnen haben die Tendenz unter Bildung von narbenähnlichem Gewebe zu heilen, 
was oftmals mit Funktions- und Leistungsminderung einhergeht. MSC könnten hier sowohl 
begleitend zur chirurgischen Versorgung (LIM et al. 2004, CHONG et al. 2007) (experimentelle 
Tierstudien), als auch alleinig angewendet im subakuten bis akuten Stadium einer Erkrankung die 
Regeneration von geschädigtem Gewebe fördern (YOUNG et al. 1998, SMITH 2008) 
(experimentelle Tierstudien).  
Ein weiteres orthopädisch wichtiges Einsatzgebiet für MSC sind akute oder chronische 
Knorpelschäden. MSC können hierbei als Zellsuspension intraartikulär injiziert (MURPHY et al. 
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2003) (experimentelle Tierstudie), mittels verschiedener Operationstechniken fixiert (WAKITANI et 
al. 2002) (klinische Humanstudie) oder mittels Trägermatrix aus Biomaterial direkt auf bzw. in den 
Defekt appliziert werden (WAKITANI et al. 1994, HUNZIKER 2002) (experimentelle Tierstudien). 
 
2.3  Markierung und Darstellung von MSC in der Bildgebung 
Stammzelltherapie wird, wie oben erläutert, bereits ansatzweise erfolgreich durchgeführt. Der 
exakte von den Stammzellen ausgehende Wirkmechanismus ist jedoch noch nicht vollständig 
geklärt (CAPLAN 2009). Fragen nach Verbleib, Verhalten, Schicksal und Funktion von 
Stammzellen im regenerativen Prozess müssen noch beantwortet werden. Dafür ist es notwendig 
die zu transplantierenden Zellen zu markieren und Verfahren zu entwickeln, welche die Verfolgung 
dieser Zellen in vivo ermöglichen.  
Zum Nachweis markierter Zellen stehen eine Vielzahl von Methoden zur Verfügung: a) optische 
Bildgebung (Fluoreszenz-Markierung), b) Positronen-Emissions-Tomographie (PET, Radio-
Markierung), c) Single-Photon-Emission-Computed-Tomographie (SPECT, Radio-Markierung) 
sowie d) MRT (u.a. SPIO-Markierung) (ACTON et ZHOU 2005, ZHANG et WU 2007, 
MATUSZEWSKI et al. 2007). 
Optimalerweise sollten sowohl Markierung als auch Untersuchungsverfahren keine Risiken für den 
Patienten bergen. Die natürlichen Zelleigenschaften sollten unbeeinflusst bleiben und 
Untersuchungen über einen ausreichend langen Zeitraum in vivo durchführbar sein. Das Verfahren 
sollte zudem eine hohe Eindringtiefe und Ortsauflösung gewährleisten, sowie die dreidimensionale 
Darstellung ermöglichen. 
Im Hinblick auf die genannten Anforderungen und zukünftig geplante Versuche im Großtiermodell 
wurde für diese Arbeit die Verwendung der MRT zur Nachverfolgung SPIO-markierter MSC 
favorisiert. 
                             
2.4  MRT 
Die MRT ist den Schnittbildverfahren in der Bildgebung zuzurechnen. Vorteile der MRT sind die 
hohe Bildauflösung und guter Weichteilkontrast, die Möglichkeit zur Darstellung mehrerer 
Schichten und schräger Schnittführung sowie die Abwesenheit radioaktiver Strahlung bei der 
Untersuchung womit unnötige Belastungen des zu untersuchenden Organismus vermieden 
werden können. 
Organe und Gewebe bzw. deren Veränderungen lassen sich mittels MRT aufgrund ihres 
unterschiedlichen Wassergehaltes (insbesondere Wasserstoffgehaltes) in verschiedenen 
Graustufen darstellen.  
Wasserstoffatome besitzen ein Proton in ihrem Kern sowie ein Elektron in ihrer Hülle. Für die MRT 
sind die positiv geladenen Wasserstoffprotonen (H+) von Bedeutung. Sie besitzen die Eigenschaft 
des „Spins“, d.h. sie drehen sich endlos und mit konstanter Geschwindigkeit um ihre eigene 
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Achse, vergleichbar mit einem Kreisel. Daraus resultieren 2 Phänomene (WEISHAUPT et al. 
2009):  
1. Aufgrund ihrer rotierenden Masse besitzen die H+ einen Eigendrehimpuls, d.h. sie 
besitzen das Bestreben zur Beibehaltung der Rotationsachse. 
2. Aufgrund der rotierenden elektrischen Ladung besitzen die H+ ein magnetisches 
Moment und verhalten sich somit wie kleine Magneten. Sie werden daher von 
Magnetfeldern und elektromagnetischen Wellen beeinflusst und induzieren durch ihre 
Bewegung eine Spannung in einer Empfangsspule. 
Die H+ können somit als ewige magnetische Kreisel angesehen werden. Werden sie in ein 
äußeres Magnetfeld eingebracht, so richten sich alle H+ allmählich parallel oder antiparallel zum 
Feld aus und „spinnen“ alle mit der gleichen, sog. Lamorfrequenz (Abb. 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ist diese Ausrichtung abgeschlossen, so spricht man von einem stabilen Spin-System. In diesem 
System baut sich eine Längsmagnetisierung auf, welche aus der Addition der parallenen bzw. 
antiparallelen Magnetvektoren resultiert. Da die parallele Ausrichtung der H+ energetisch etwas 
günstiger ist, überwiegt deren Anteil stets. Sowohl die Längsmagnetisierung als auch die 
Lamorfrequenz sind umso größer, je stärker das Magnetfeld ist (WEISHAUPT et al. 2009).  
Abb. 3: Schematische Darstellung der funktionellen Grundlage der MRT: a) Eigenspin des H+, b) 
willkürliche Ausrichtung von H+ in normaler Umgebung, c) parallele bzw. antiparallele Ausrichtung von 
H+ in einem externen Magnetfeld  
a) b) c) 
N 
S 
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Ein solches stabiles Spin-System kann durch elektromagnetische Hochfrequenz (HF)-Impulse (der 
Lamorfrequenz entsprechend) beeinflusst, d.h. angeregt werden. Infolge kippen die Spins und mit 
ihnen die Längsmagnetisierung um den sog. Flip-Winkel aus der ursprünglichen Rotationsebene 
heraus. Dabei nimmt die Längsmagnetisierung ab und es entsteht eine sog. Quermagnetisierung. 
Die Spins stellen nun elektrische Dipole in einer anderen Ebene dar. Diese Bewegung induziert 
eine Wechselspannung, wiederum mit der Lamorfrequenz, in einer Empfangsspule. Das dadurch 
entstehende Magnetresonanz (MR)-Signal kann nun mittels Verstärker- und Computertechnik zu 
einem Bild verrechnet werden. 
Die Signalintensität eines MR-Bildes ergibt sich aus dem Zusammenwirken 3 verschiedener 
Faktoren: den Gewebeparametern, Geräteparametern und Sequenztypen. 
Bei den Gewebeparametern handelt es sich um spezifische Zeitkonstanten (sog. 
Relaxationszeiten, T1, T2, T2*), welche vom H+-Gehalt des zu untersuchenden Gewebes 
abhängig sind. Sie beschreiben die Zeit von der Anregung bis zum Abklingen des MR-Signals, d.h. 
bis zur vollständigen Wiederherstellung der Längsmagnetisierung (T1- oder longitudinale 
Relaxation) bzw. bis zum vollständigen Erlöschen der Quermagnetisierung (T2- oder transversale 
Relaxation). Magnetfeldinhomogenitäten (z.B. infolge vorhandener Eisenpartikel) bewirken ein 
schnelleres Abklingen der Quermagnetisierung, d.h. die T2-Relaxation wird verkürzt, man spricht 
dann von der Zeitkonstanten T2*. In T2*-gewichteten (T2*w) Aufnahmen liefern Eisenpartikel ein 
stark hypointenses MR-Signal (WEISHAUPT et al. 2009). Bei den Geräteparametern handelt es 
sich beispielsweise um den Flip-Winkel (siehe oben), die Echozeit (TE) und die Repetitionszeit 
(TR). Die TE beschreibt die Zeitspanne zwischen Anregung der Spins und Messung des MR-
Signals. Eine eher lange TE erlaubt die deutlichere Unterscheidung der Signalintensitäten 
verschiedener Gewebe. Die TR beschreibt die Zeitspanne zwischen 2 aufeinander folgenden 
Anregungen. Sequenzen werden als Abfolgen von HF-Impulsen und Gradientenschaltungen 
definiert (KAUFFMANN et al. 2006). Aus der Vielzahl verschiedener MR-Sequenzen wird hier nur 
die Gradientenecho (GRE)-Sequenz kurz erklärt, da nur diese aufgrund ihrer hohen 
Empfindlichkeit für Magnetfeldinhomogenitäten (KLOSE 2002) im Versuch verwendet wurde. Bei 
der GRE-Sequenz wird dem MR-Magnetfeld mithilfe sog. Gradientenspulen ein zweites, 
inhomogenes  Gradienten-Magnetfeld überlagert. Dazu wird der Frequenzkodiergradient zunächst 
mit negativer Polarität eingeschaltet und bewirkt so eine Dephasierung der Spins. Nach 
Umschalten des Gradienten auf positive Polarität werden die Spins wieder rephasiert. Das dabei 
entstehende sog. Echo führt zum MR-Signal der GRE-Sequenz. Statische Magnetfeld-
inhomogenitäten (z.B. infolge vorhandener Eisenpartikel) werden bei der GRE-Sequenz nicht 
ausgeglichen, das Signal zerfällt also mit der Zeitkonstanten T2*. Durch Erhöhung der TE in GRE-
Sequenzen kann der T2*-Kontrast zwischen verschiedenen Geweben hervorgehoben werden. 
Dies erlaubt die Verwendung eisenhaltiger MR-Kontrastmittel zur Darstellung in den Organismus 
eingebrachter Zellen mittels MRT. Eine Art der eisenhaltigen MR-Kontrastmittel sind die SPIO-
Partikel. 
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2.5  SPIO-Partikel 
Aufgrund der bereits erwähnten Störungen des äußeren Magnetfeldes lassen sich SPIO-Partikel  
in GRE-Sequenzen als negative MR-Kontrastmittel einsetzen. An Stellen, an denen sich SPIO-
Partikel befinden bzw. anreichern, treten sogenannte T2*- oder Suszeptibilitätseffekte auf. Diese 
sind als stark hypointense Signale (dunkle Bereiche) erkennbar (WEISHAUPT et al. 2009).  
In Abb. 4 und Abb. 5 werden beispielhafte MRT-Aufnahmen aus in vivo-Studien mit SPIO-
markierten Zellen dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4: T2*w-GRE-Sequenzen des Kniegelenks eines Kaninchens vor (A) und 
nach (B-E) intraartikulärer Injektion Endorem™-markierter MSC. B: 1 Stunde, C: 4 
Wochen, D: 8 Wochen, E: 12 Wochen nach Injektion. Die Pfeile zeigen jeweils auf 
vorhandene Endorem™-markierte MSC. (JING et al. 2008a) 
1 
2 
3 
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SPIO-Partikel bestehen aus einem Eisenoxid-Kristall-Kern und einer Hülle aus Dextran, 
Carboxydextran oder Stärke (HENNING et al. 2008). Der Eisenkern hat einen Durchmesser von 
ca. 10 nm, der gesamte Hüll-Durchmesser von ca. 100 nm (JING et al. 2008a, 2008b). Durch 
chemische Veränderungen der Hüllstruktur scheinen sich Zellmarkierungseigenschaften und -
effizienz der SPIO-Partikel beeinflussen zu lassen (MAILANDER et al. 2008). 
SPIO-Partikel verteilen sich nach i.v. Applikation besonders schnell in Organen mit 
retikuloendothelialen Zellen (Leber, Milz). Dort werden sie von phagozytierenden Zellen 
aufgenommen, unterliegen dem intrazellulären lysosomalen Abbau und werden später dem 
körpereigenen Eisenpool zugeführt (WEISSLEDER et al. 1989, ARBAB et al. 2005a, 2005b).  
In der Klinik werden SPIO-Partikel bereits zur Diagnostik fokaler Leberläsionen, zur Milzdarstellung 
sowie zum Tumorstaging in Lymphknoten verwendet (TAUPITZ et al. 1993, HAMM et al. 1994, 
DALDRUP-LINK et al. 2005). Desweiteren werden sie als Kontrastmittel in der MR-Angiographie 
eingesetzt (SCHMITZ et al. 2000). 
Für die exakte Darstellbarkeit SPIO-markierter MSC mittels MRT ist eine effiziente Markierung der 
Zellen in vitro notwendig. Dabei ist es wichtig, dass die SPIO-Partikel in ausreichender Menge 
selektiv intrazellulär angereichert werden, da extrazellulär liegende SPIO-Partikel eine ungenaue 
oder gar falsche Lokalisationszuordnung der applizierten MSC verursachen würden. Da MSC 
keine Fähigkeit zur Phagozytose besitzen, werden für die in vitro-Markierung sog. transfection 
agents (TA) eingesetzt.  TA sind positiv oder negativ geladene Makromoleküle, wie z. B. Dextrane, 
Phosphate, synthetische Lipide oder Proteine. Sie binden über elektrostatische Wechselwirkungen 
Abb. 5: T2*w-Aufnahmen einer Maus nach vor (links) und 24 h nach i.v. Injektion 
Endorem™-markierter hämatopoetischer Vorläuferzellen (Mitte) bzw. reinen Endorems 
(rechts). Die Pfeile zeigen auf folgende Organe bzw. Gewebe: Leber (1), Milz (2), KM (3) 
und Kortikalis (4). Nach Injektion Endorem™-markierter Zellen sind hypointense Signale in 
Leber, Milz und KM zu beobachten, während nach Injektion von reinem Endorem™ 
hypointense Signale in Leber und Milz, aber nicht im KM erkennbar sind. Diese 
Beobachtungen sprechen für die Migration der Endorem™-markierten Zellen. (DALDRUP-
LINK et al. 2005) 
1 
2 
3 
4 
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an die SPIO-Partikel und vermitteln deren Aufnahme in den Intrazellulärraum (JING et al. 2008b). 
Während unmarkierte Zellen einen intrazellulären Eisengehalt von weniger als 0,1 pg/ Zelle 
aufweisen, können unter Adhärenz markierte Zellen (z.B. MSC) einen intrazellulären Eisengehalt 
von 5 bis über 20 pg/ Zelle besitzen (ARBAB et al. 2009). 
Neben der Detektierbarkeit SPIO-markierter Zellen ist es von ebenso großer Bedeutung, dass die 
SPIO-Partikel keinerlei negative Auswirkungen auf die biologischen Funktionen der markierten 
Zellen haben. Untersuchungen des Einflusses bestimmter SPIO-Markierungen auf Vitalität und 
Proliferation von hämatopoetischen Vorläuferzellen, T-Zellen und Fibroblasten zeigten keine 
negativen Effekte (DODD et al. 2001, BULTE et KRAITCHMAN 2004, DALDRUP-LINK et al. 
2005). Auch SPIO-markierte Chondrozyten wiesen in vitro keine veränderten Eigenschaften im 
Vergleich zu unmarkierten Chondroyten auf (FARRELL et al. 2008). Die Effekte diverser SPIO-
Produkte auf hMSC wurden ebenfalls untersucht, wobei gezeigt werden konnte, dass bestimmte 
Differenzierungseigenschaften in vitro unbeeinflusst blieben (ARBAB et al. 2005b). In vivo konnte 
nach der subkutanen Transplantation von mit SPIO-markierten MSC beladenen Scaffolds eine 
spontane chondrogene Differenzierung der MSC beobachtet werden (FARRELL et al. 2008). 
Welche funktionelle Bedeutung für die Anwendung SPIO-markierter MSC in vivo daraus resultiert, 
muss noch geklärt werden.  
 
In dieser Arbeit wurden 3 verschiedene, kommerziell erhältliche SPIO-Produkte (Endorem™, 
Resovist® und Molday ION Rhodamine B™) verwendet und bezüglich ihrer Auswirkungen auf die 
biologischen Funktionen der MSC, ihrer Markierungseffizienz, intrazellulären Langzeitstabilität und 
MR-Signalintensität verglichen. 
Endorem™ besteht aus einem Eisenoxid-Kern von ca. 5 nm Durchmesser, welcher von einer 
Dextranhülle umgeben wird. Der Gesamtdurchmesser der einzelnen in Endorem™ enthaltenen 
SPIO-Partikel beträgt ca. 150 nm (SYKOVA et JENDELOVA 2006). Bei der Nutzung von 
Endorem™ zur Markierung von MSC muss ein TA verwendet werden. Resovist besitzt einen 
Eisenoxid-Kern von ca. 4 nm Durchmesser, welcher von einer Carboxydextranhülle umgeben wird. 
Daraus ergibt sich ein Gesamt-Partikeldurchmesser von ca. 60 nm (WANG et al. 2001). Während 
in früheren Publikationen und auch bei den Versuchen zur vorliegenden Arbeit Resovist® ohne TA 
verwendet wurde, konnte in der Studie von GOLOVKO et al. (2010) gezeigt werden, dass bei 
Verwendung von Protaminsulfat als TA eine verbesserte Markierungseffizienz von Resovist zu  
beobachtet ist. Endorem™ und Resovist® sind für den klinischen Einsatz zugelassen. SPIO-
Partikel in Molday ION Rhodamine B™ besitzen einen Eisenoxid-Kern von ca. 8 nm und einen 
Gesamt-Partikeldurchmesser von ca. 35 nm (ADDICOTT et al. 2010). An die SPIO-Partikel dieses 
Produktes ist der Fluoreszenz-Farbstoff Rhodamin B gekoppelt, welcher eine zusätzliche 
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung markierter Zellen ermöglicht. Molday ION Rhodamine 
B™ ist bisher nicht zur klinischen Anwendung zugelassen (ANON. 2010). 
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2.6  Zielstellung und Hypothesen der vorliegenden Arbeit 
In dieser Arbeit wurden 3 verschiedene SPIO-Produkte zur Markierung von oMSC und eMSC 
verwendet. Eventuelle Effekte der SPIO-Produkte auf Proliferation und tripotente 
Differenzierungsfähigkeit der oMSC und eMSC, sowie deren Markierungseffizienzen und 
Nachverfolgbarkeit mittels MRT sollten verglichen werden.  
Hypothesen: 
1. MSC von Schafen und Pferden können mit den verwendeten SPIO-Produkten markiert 
werden. 
2. Die 3 verschiedenen SPIO-Produkte haben unterschiedlich starke Einflüsse auf 
Proliferationsverhalten und tripotente Differenzierungsfähigkeit der oMSC und eMSC. 
3. SPIO-markierte oMSC und eMSC sind in vitro mittels MRT detektierbar. 
4. Es gibt zwischen den 3 SPIO-Produkten wesentliche Unterschiede in der 
Markierungseffizienz und MR-Signalintensität über einen längeren Zeitraum. 
 
Weiterführendes Ziel war die Selektion eines der Produkte für die spätere Verwendung in einem in 
vivo-Großtierversuch zur Nachverfolgung SPIO-markierter MSC mittels MRT nach Applikation in 
ein arthrotisches Gelenk. 
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Tab. 1: Angaben zu den Schaf- und Pferde-Probanden 
3  Material und Methoden 
3.1  KM-Entnahme 
Als Quelle für oMSC und eMSC diente KM von je 5 Schafen und Pferden. Alle Tiere befanden sich 
zum Zeitpunkt der KM-Entnahme in Besitz der Universität Leipzig. Die Versuche waren nach 
ethischen Richtlinien beim zuständigen Amt angezeigt worden:  
 Nr. N 06/09, Landesdirektion Leipzig, Referat 24, 27.03.2009 
 Nr. N 08/09, Landesdirektion Leipzig, Referat 24, 15.04.2009 
 
3.1.1  Tiere und Materialien  
 Schafe Pferde 
Alter 5x adult (3-4 Jahre) 1x juvenil (1,5 Jahre) 
4x adult (13-15 Jahre) 
Geschlecht 4x weiblich 
1x männlich 
1x weiblich 
4x männlich 
Körpergewicht 70 - 100 kg 1x 150 kg 
4x 450 - 550 kg 
Rasse 1x Ostfriesisches Milchschaf 
4x Schwarzköpfiges Fleischschaf 
5x Warmblut (Deutsches Reitpferd) 
 
 
Chemikalien, 
Medikamente 
Bezeichnung Hersteller 
Butorphanol Torbugesic Fort Dodge, Würselen, BRD 
Detomidin Detogesic Fort Dodge, Würselen, BRD 
Ethanol Ethanol 70% PKH, Halle, BRD 
Flunixin-Meglumin Meflosyl Fort Dodge, Würselen, BRD 
Glutaraldehyd Helipur B.Braun, Melsungen, BRD 
Heparin Heparin-Natrium Braun B.Braun, Melsungen, BRD 
Iodalkohol Braunoderm B.Braun, Melsungen, BRD 
Jod-Pulverspray Jod-PVP-Spray Albrecht, Aulendorf, BRD 
Jodseife Braunosan Vet B.Braun, Tuttlingen, BRD 
Ketamin Ursotamin Serumwerk Bernburg, Bernburg, BRD 
Lidocain Lidocainhydrochlorid 2% Bela-pharm, Vechta, BRD 
Midazolam Midazolam B. Braun B.Braun, Melsungen, BRD 
Phenylbutazon Phenylbutazon-Gel PH cp-pharma, Burgdorf, BRD 
Propofol Propofol-Lipuro 2% B.Braun, Melsungen, BRD 
Xylazin Xylazin 2% CEVA-Tiergesundheit GmbH, Düsselldorf, BRD 
 
Verbrauchsgegenstände Bezeichnung Hersteller 
Einmalskalpell (Nr. 15)  B.Braun, Melsungen, BRD 
Einwegrasierer  Wilkinson Sword, Solingen, BRD 
Einwegspritzen LUER Norm-Ject Henke, Sass, Wolf, Tuttlingen, BRD 
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Abb. 6: KM-Entnahmestelle am 
Becken beim Schaf 
Flexüle (14 G) Braunüle MT Luer Lock B.Braun, Melsungen,BRD 
Einmalhandschuhe, steril Vasco OP Sensitive B.Braun, Melsungen, BRD 
Einmalhandschuhe, 
unsteril Gentle Skin Meditrade, Kiefersfelden, BRD 
Kanülen (18 G, 20 G, 23 
G)  Neolus
® Einmalkanülen Terumo, Leuven, Belgien 
Knochenmark-
punktionskanüle (11 G) 
Knochenmark-
extraktionsnadel Angiotech, Gainesville, USA 
Mullkompressen, steril und 
unsteril  NOBA Verbandmittel, Wetter, BRD 
 
Geräte Bezeichnung Hersteller 
Schermaschine  Oster, McMinville, USA 
Ultraschallgerät Logiq 5 Expert GE Healthcare, München, BRD 
 
 
3.1.2  Methoden  
3.1.2.1  KM-Entnahme beim Schaf 
Die KM-Entnahme erfolgte bei den Schafen in Narkose beidseits 
an der Crista iliaca des Beckenknochens. Bei den 
Versuchsschafen handelte es sich sowohl um Schlachttiere, als 
auch um Nicht-Schlachttiere, weshalb je nach Fall eines der 
beiden folgenden Narkoseprotokolle verwendet wurde. Für eine 
sichere Medikamentenapplikation erhielten zunächst alle Schafe 
einen temporären venösen Zugang (Flexüle) in die linke Vena 
jugularis. 
a) Schlachtschafe: Nach Sedierung mit Xylazin (0,03 mg/kg i.v.) und analgetischer 
Prämedikation mit Butorphanol (0,15 mg/kg i.v) wurde die Narkose wurde mittels Ketamin 
(3 mg/kg i.v.) eingeleitet und aufrechterhalten. 
b) Nicht-Schlachtschafe: Nach Sedierung mit Midazolam (0,25 mg/kg i.v.) und analgetischer 
Prämedikation mit Butorphanol (0,15 mg/kg i.v) wurde die Narkose wurde mittels Propofol 
(4 mg/kg i.v.) eingeleitet und aufrechterhalten. 
Sobald eine ausreichende Narkosetiefe erreicht war, wurden die Schafe in Brustbauchlage 
gelagert. Die Hintergliedmaßen wurden dabei beidseits neben dem Rumpf nach vorn gezogen. 
Der Bereich der Punktionsstelle wurde aseptisch vorbereitet (geschoren, gereinigt und 
desinfiziert). Eine sterile KM-Punktionskanüle wurde von dorsal mittig auf der Haut über der Crista 
iliaca aufgesetzt (Abb. 6). Nach Durchstechung der Haut wurde die Kanüle auf dem Knochen 
aufgesetzt und unter Drehbewegungen ca. 2 cm tief bis in den Markraum vorgeführt. Der Mandrain 
wurde entfernt und eine 3 ml-Spritze mit 12.500 internationalen Einheiten (IE) Heparin auf die 
Kanüle aufgesetzt. Der korrekte Sitz der Kanüle wurde mittels Aspiration von KM überprüft. Konnte 
Tab. 2: Materialien für die KM-Entnahme bei Schaf und Pferd 
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Abb. 7: KM-Entnahmestelle am 
Sternum beim Pferd 
KM aspiriert werden, so wurde das in der Spritze enthaltene Heparin zunächste in den Markraum 
injiziert um eine frühzeitige Gerinnung des KM während der Aspiration größerer KM-Mengen zu 
vermeiden. Darauffolgend wurden ca. 20 ml KM in eine heparinisierte 20 ml-Spritze (10.000 IE 
Heparin) aspiriert. Die KM-Entnahme wurde auf der kontralateralen Seite wiederholt, so dass bei 
beidseitiger Punktion ca. 40 ml KM aus dem Beckenknochen gewonnen wurden. 
Im Anschluss wurden beide Punktionsstellen mit Jod-Pulverspray versorgt und den Schafen wurde 
einmalig Flunixin (2,2 mg/kg i.v.) zur Analgesie verabreicht. 
 
3.1.2.2  KM-Entnahme beim Pferd 
Die KM-Entnahme erfolgte am stehenden, sedierten Pferd aus 
dem Sternum. Nach Sedierung mit Detomidin (0,01 mg/kg i.v.) 
und analgetischer Prämedikation mit Butorphanol (0,02 mg/kg 
i.v.) wurde das Gebiet um die Punktionsstelle geschoren. Mittels 
Ultraschall wurde die korrekte Punktionsstelle zwischen dem 4. 
und 5. Sternebra aufgesucht und die darüberliegende Haut 
aseptisch vorbereitet (gereinigt und desinfiziert). Zur 
Lokalanästhesie wurde ein kleines Lidocain-Depot direkt am 
Periost des 4. oder 5. Sternebra, sowie ein größeres Lidocain-Depot entlang des Stichkanals 
appliziert (insgesamt ca. 5 ml).  
Die Haut über der Punktionsstelle wurde mittels eines Skalpells (Nr. 15) etwa 5 mm lang inzisiert. 
Die KM-Punktionskanüle wurde von ventral in die Inzision eingeführt, die darunterliegende 
Muskulatur senkrecht zum Hautniveau durchstochen und die Spitze der KM-Punktionskanüle auf 
dem zu punktierenden Sternebra aufgesetzt. Unter vorsichtigen Drehbewegungen wurde die KM-
Punktionskanüle weitere 2 cm tief in die Markhöhle des Sternebra vorgeführt. Der Mandrain der 
KM-Punktionskanüle wurde entfernt und eine heparinisierte 20 ml-Spritze (10.000 IE Heparin) auf 
die KM-Punktionskanüle aufgesetzt. Der korrekte Sitz der KM-Punktionskanüle wurde mittels 
Aspiration überprüft. Darauf folgend wurden je 20 ml KM pro heparinisierte 20 ml-Spritze (je 
10.000 IE Heparin) aspiriert (Abb. 7). Pro Pferd wurden insgesamt ca. 40 ml KM aus 1 - 2 
Sternebrae aspiriert. 
Im Anschluss wurde die Punktionsstelle mit Jod-Pulverspray versorgt und dem Pferd wurde 
einmalig Phenylbutazon (4,5 mg/kg oral) zur Analgesie verabreicht. 
 
 
3.2  Allgemeine Zellkultur  
Die nativen KM-Proben wurden in den steril verschlossenen Entnahmespritzen bei 
Raumtemperatur zum Labor transportiert und innerhalb von 6 h nach Entnahme weiterverarbeitet. 
Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an der Sicherheitswerkbank durchgeführt. 
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3.2.1  Materialien 
Chemikalien, Enzyme, 
Lösungen, Medien, Zusätze 
Bezeichnung Hersteller 
Antibiotikum Pen/Strep Penicillin (10.000 IE/ml)/ Streptomycin (10.000 µl/ml) PAA, Pasching, Österreich 
Destilliertes Wasser  Roth, Karlsruhe, BRD 
DMSO  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
FBS Fetal Bovine Serum Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Ficoll (1,077 g/ml) Ficoll Paque™ PREMIUM  GE Healthcare, Uppsala, Schweden 
Kulturmedium 
 DMEM low glucose (1 g 
Glucose/l) mit 25 mM 
HEPES, mit L-Glutamin 
PAA, Pasching, Österreich 
 
PBS ohne Ca & Mg 
Dubecco's  Phospate 
Buffered Saline ohne Ca & 
Mg 
PAA, Pasching, Österreich 
Trypanblau 0,4%  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Trypsin-EDTA Trypsin/EDTA 1x (0,05/0,02% in PBS) PAA, Pasching, Österreich 
Vitamin C 
L-Ascorbic acid  2-
phosphate sesqui-
magnesium salt hydrat  
Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
 
Verbrauchsgegenstände Bezeichnung Hersteller 
Cryoröhrchen Cryo.s™ Greiner bio-one, Frickenhausen, BRD 
Einfrierbox  Nalgene Mr Frosty Nalge Nunc, Rochester, USA 
Einwegspritzen LUER Norm-Ject Henke, Sass, Wolf, Tuttlingen, BRD 
Reaktionsgefäße  Greiner bio-one, Frickenhausen, BRD 
Glas-Pasteurpipetten  Roth, Karlsruhe, BRD 
Einmalhandschuhe rotiprotect-Nitril Roth, Karlsruhe, BRD 
Kanülen (18 G) Neolus Einmalkanülen Terumo, Leuven, Belgien 
Kulturflaschen cellstar

 tissue culture 
flasks Greiner bio-one, Frickenhausen, BRD 
Parafilm  Roth, Karlsruhe, BRD 
Plastik-Pasteurpipetten  Roth, Karlsruhe, BRD 
Pipettenspitzen Easy load Greiner bio-one, Frickenhausen, BRD 
Serologische Pipetten  Greiner bio-one, Frickenhausen, BRD 
Sterilfilter Sterile filter 0,45 µm VWR, Darmstadt, BRD 
Zellkulturplatten cellstar well plates Greiner bio-one, Frickenhausen, BRD 
Zellsieb BD Falcon™ cell strainer BD Biosciences, Erembodegem, Belgien 
Zentrifugenröhrchen Falcon™ Tube BD Biosciences, Erembodegem, Belgien 
 
Geräte Bezeichnung Hersteller 
Absauger micro-classic Pipettierhelfer Brand, Wertheim. BRD 
Einkanalpipetten Pipetman Neo Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich 
Inkubator Heracell 240 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
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Mikroskop Leica DMIL Leica Microsystems, Wetzlar, BRD 
Mikroskop Nikon eclipse Ti-S Nikon Instruments, Melville, USA 
Pipettierhilfe Pipet aid portable XP Drummond, Broomall, USA 
Präzisionswaage Sartorius LA 120 S Sartorius AG, Göttingen, BRD 
Sterilbank Biowizard Kojair, Vilppula, Finnland 
Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries, New York, USA 
Wasserbad ED-7AB Badthermostat Julabo, Seelbach, BRD 
Zählkammer Neubauer-improved Marienfeld-Superior, Lauda-Königshofen, BRD 
Zentrifuge Rotina 420R Hettich, Bäch, Schweiz 
 
 
3.2.2  Methoden 
3.2.2.1  Isolation der MSC 
Die Isolation der oMSC und eMSC wurde mittels Dichtegradienten-Zentrifugation durchgeführt. 
Dazu wurde das aspirierte KM zunächst aus den Spritzen in 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt 
und etwa im Verhältnis 1:1 mit Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS) verdünnt. Je 22,5 ml KM-
PBS-Gemisch wurden darauffolgend auf 15 ml Dichtegradienten (Ficoll™) geschichtet. Nach 
Zentrifugation (20 min, 1.000  xg, 20°C, ohne Brems e) wurde mittels Plastik-Pasteurpipette die 
Schicht der mononukleären Zellfraktion („buffy coat“, Abb. 8) abgenommen und in ein neues 50 
ml-Zentrifugenröhrchen überführt. Zum Herauswaschen des Dichtegradienten aus der 
Zellsuspension wurde die mononukleäre Zellfraktion mit PBS auf 45 ml aufgefüllt und erneut 
zentrifugiert (10 min, 600 xg, 4°C). Der Überstand wurde abgegossen, das Zellpellet wiederum in 
45 ml PBS resuspendiert und nochmals zentrifugiert (5 min, 600 xg, 4°C). Im Anschluss wurde das 
Zellpellet in 5 ml Kulturmedium resuspendiert und die Zellzahl der MNC wurde nach Trypanblau-
Färbung in einer Zählkammer nach Neubauer bestimmt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 3: Materialien für die allgemeine Zellkultur 
KM-Überstand 
& PBS 
„buffy coat“ 
Dichtegradient 
„Ficoll“ 
Erythrozyten 
MSC 
 
 
Abb. 8: Isolation der MSC: Schichtung nach Auftrennung der KM-Probe durch Dichtegradienten-
Zentrifugation (links), frisch isolierte MSC nach 5 d in Kultur (rechts, Maßstab entspricht 100 µm) 
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Die MNC jeder Probe wurden in eine T175-Zellkulturflasche mit Basis-Kulturmedium (glukosearmes 
DMEM inkl. 10% FBS, 1% Pen/Strep und 8,9 µg/ml Vitamin C) ausgesät. Die Zellen wurden für 24 
h bei 37°C und 5% CO 2 in feuchter Atmosphäre inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen mit PBS 
gewaschen um nicht adhärente Zellen zu entfernen und weiterhin mit Basis-Kulturmedium bei 
oben genannten Bedingungen inkubiert. 
 
3.2.2.2  Expansion der MSC 
Mediumwechsel mit Basis-Kulturmedium erfolgten 2x wöchentlich. Die 1. Passage erfolgte bei 
einer Zellkonfluenz von etwa 80%. Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 5 ml 
Trypsin-EDTA-Lösung für 5 - 8 min bei 37°C inkubier t. Im Anschluss wurde die Ablösung der 
Zellen von der Kulturflasche mikroskopisch kontrolliert und ggf. durch leichtes Klopfen forciert. Die 
Trypsinwirkung wurde mittels Zugabe von 5 ml Basis-Kulturmedium gestoppt und die 
Zellsuspension in ein 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt. Nach Herauswaschen des Trypsins 
mittels Zentrifugation (5 min, 400 xg, 4°C) wurde d er Überstand abgegossen, das Zellpellet in 
Basis-Kulturmedium resuspendiert und die Zellzahl nach Trypanblau-Färbung in einer Zählkammer 
nach Neubauer bestimmt. Danach wurden die Zellen in der Passage (P) 1 mit einer Aussaatdichte 
von 2.000 MSC/cm2 ausgesät. 
Bei erneuter Zellkonfluenz von 80% (nach 7-10 d) wurden die Zellen wiederum passagiert bzw. für 
einen späteren Gebrauch eingefroren. 
 
3.2.2.3  Einfrieren der MSC 
Die in Suspension vorliegenden MSC wurden zentrifugiert (5 min, 400 xg, 4°C), der Überstand 
abgegossen und das Zellpellet in Einfriermedium (FBS + 10% DMSO) resuspendiert. Aufgrund der 
zytotoxischen Wirkung von DMSO auf stoffwechselaktive Zellen musste diese Zellsuspension 
unverzüglich in Cryoröhrchen überführt und mithilfe einer Einfrierbox mit Isopropanol schrittweise 
heruntergekühlt werden: nach Lagerung bei -80°C übe r Nacht wurden die MSC bis zum weiteren 
Gebrauch bei -150°C gelagert.  
 
3.2.2.4  Auftauen der MSC 
Aufgrund der zytotoxischen Wirkung des DMSO musste der Auftauprozess schnell erfolgen, um 
längeren Kontakt der stoffwechselaktiven MSC mit DMSO zu vermeiden. Hierfür wurden die 
eingefrorenen MSC im Cryoröhrchen in einem 37°C war men Wasserbad aufgetaut und die 
Zellsuspension in ein 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt. Die Zellsuspension wurde mit PBS auf 
45 ml aufgefüllt und anschließend zentrifugiert (5 min, 400 xg, 4°C). Der Überstand wurde 
abgegossen, das Zellpellet in Basis-Kulturmedium resuspendiert und die Zellen in 
Zellkulturflaschen mit einer Aussaatdichte von 2.000 MSC/cm2 ausgesät. 
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3.3  Zellmarkierung  
3.3.1  Materialien  
Chemikalien, Enzyme, 
Lösungen, Medien, Zusätze 
Bezeichnung Hersteller 
Antibiotikum Pen/Strep Penicillin (10.000 IE/ml)/ Streptomycin (10.000 µl/ml) PAA, Pasching, Österreich 
Destilliertes Wasser  Roth, Karlsruhe, BRD 
FBS Fetal Bovine Serum Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Kulturmedium 
DMEM low glucose (1 g 
Glucose/l) mit 25 mM 
HEPES, mit L-Glutamin 
PAA, Pasching, Österreich 
 
PBS ohne Ca & Mg 
Dubecco's  Phospate 
Buffered Saline ohne Ca & 
Mg 
PAA, Pasching, Österreich 
Protaminsulfat  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
SPIO  Endorem™ Guerbet, Sulzbach, BRD 
SPIO Resovist Schering, Berlin, BRD 
SPIO, mit Fluoreszenz-
Farbstoff 
Molday ION Rhodamine 
B™ Biopal, Worcester, USA 
Vitamin C 
L-Ascorbic acid  2-
phosphate 
sesquimagnesium salt 
hydrat  
Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
 
Verbrauchsgegenstände Bezeichnung Hersteller 
Glas-Pasteurpipetten  Roth, Karlsruhe, BRD 
Einmalhandschuhe rotiprotect-Nitril Roth, Karlsruhe, BRD 
Zellkulturflaschen cellstar

 tissue culture 
flasks 
Greiner bio-one, Frickenhausen, 
BRD 
Pipettenspitzen Easy load Greiner bio-one, Frickenhausen, BRD 
Serologische Pipetten  Greiner bio-one, Frickenhausen, BRD 
Zentrifugenröhrchen (15 ml, 
50 ml) Falcon™ Tube 
BD Biosciences, Erembodegem, 
Belgien 
 
Geräte Bezeichnung Hersteller 
Absauger micro-classic Pipettierhelfer Brand, Wertheim. BRD 
Einkanalpipetten Pipetman Neo Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich 
Inkubationsroller Assistent Schüttler RM5 Karl Hecht KG, Sondheim, BRD 
Inkubator Heracell 240 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Mikroskop Leica DMIL Leica Microsystems, Wetzlar, BRD 
Mikroskop Nikon eclipse Ti-S Nikon Instruments, Melville, USA 
Pipettierhilfe Pipet aid portable XP Drummond, Broomall, USA 
Sterilbank Biowizard Kojair, Vilppula, Finnland 
Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries, New York, USA 
Material und Methoden 
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Wasserbad ED-7AB Badthermostat Julabo, Seelbach, BRD 
 
 
3.3.2  Methoden 
Die Markierung wurde an Zellen der P3 durchgeführt. Dazu waren die MSC jeder Probe bei der 3. 
Passage auf je 4 T175-Zellkulturflaschen ausgesät und bis zu einer Konfluenz von ca. 80% 
expandiert worden. Dann wurde die Zellmarkierung durchgeführt. Die angestrebte Zellzahl jeder 
Probe für die initiale Markierung betrug 3,3 Mio. Für die Markierung der oMSC und eMSC standen 
3 verschiedene SPIO-Produkte zur Verfügung. 
 
3.3.2.1  Zellmarkierung mit Molday ION Rhodamine B™ 
Das Basis-Kulturmedium wurde von den Zellen abgenommen. Die Zellen pro T175-Zellkulturflasche 
wurden mit 10 ml Molday ION Rhodamine B™-Gebrauchslösung (500 µl Molday ION Rhodamine 
B™ + 950 µl Basis-Kulturmedium; Eisenkonzentration von 100 µg/ ml) für 10 h bei 37°C, 5% CO 2 
unter feuchter Atmosphäre inkubiert. Der Inkubation folgte eine intensive Waschung der Zellen (3x 
Waschen mit PBS). Bis zur weiteren Verarbeitung wurde wieder Basis-Kulturmedium auf die 
Zellen gegeben. 
 
3.3.2.2  Zellmarkierung mit Endorem™ 
Das Basis-Kulturmedium wurde von den Zellen abgenommen. Die Zellen pro T175-Zellkulturflasche 
wurden mit 10 ml Endorem™-Gebrauchslösung (22,5 µl Endorem™ + 6 µl Protaminsulfat-Stock + 
971,5 µl Basis-Kulturmedium; Eisenkonzentration von 25 µg/ ml) für 12 h bei 37°C, 5% CO 2 unter 
feuchter Atmosphäre inkubiert. Das Protaminsulfat (Stock-Konzentration: 10 mg/ ml) diente als 
Aufnahmevermittler (Transfection Agent, TA) für die SPIO-Partikel im Endorem™. Der Inkubation 
folgte eine intensive Waschung der Zellen (3x Waschen mit PBS). Bis zur weiteren Verarbeitung 
wurde wieder Basis-Kulturmedium auf die Zellen gegeben (modifiziert nach JING et al. 2008a). 
 
3.3.2.3  Zellmarkierung mit Resovist 
Das Basis-Kulturmedium wurde von den Zellen abgenommen. Die Zellen pro T175-Zellkulturflasche 
wurden mit 10 ml Resovist-Gebrauchslösung (300 µl Resovist + 970 µl Basis-Kulturmedium; 
Eisenkonzentration von 933 µg/ ml) für 24 h bei 37°C, 5% CO2 unter feuchter Atmosphäre 
inkubiert. Der Inkubation folgte eine intensive Waschung der Zellen (3x Waschen mit PBS). Bis zur 
weiteren Verarbeitung wurde wieder Basis-Kulturmedium auf die Zellen gegeben (modifiziert nach 
ITTRICH et al. 2005). 
 
 
Tab. 4: Materialien für die Zellmarkierung 
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3.4  in vitro-Untersuchungen an markierten MSC 
3.4.1  Übersicht 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 9: Plan zur Verteilung der Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten im Versuch 
Markierungskonditionen: unmarkiert (-), Molday ION Rhodamine B™ (Mo), Endorem™ (E), Resovist (R) 
Probanden Schafe (1, 2, 3, 4, 5) und Pferde (A, D, E, F, S) 
Expansion/ Proliferationsverhalten 
- 
Mo 
E 
R 
3x Passage 
b) a) 
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3.4.2  Materialien 
Chemikalien, Enzyme, 
Lösungen, Medien, 
Zusätze 
Bezeichnung Hersteller 
Agarose  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Alizarinrot  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Alkalische Phosphatase-
Färbekit  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Alzianblau Alcian Blue 8GX Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Antibiotikum  Penicillin (10.000 IE/ml)/ Streptomycin (10.000 µl/ml) PAA, Pasching, Österreich 
ß-Glycerophosphat  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Bouin’sche Lösung  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Destilliertes Wasser  Roth, Karlsruhe, BRD 
Dexamethason  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Eiweißglycerin   
Essigsäure  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Ethanol  Roth, Karlsruhe, BRD 
Fast Green Fast Green FCF Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
FBS Fetal Bovine Serum Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Fuchsin Acid Fuchsin Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
hTGF ß
 1  
human transforming growth 
factor ß1 
BD Biosciences, Erembodegem, 
Belgien 
Indomethacin  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Insulin  Invitrogen, Karlsruhe, BRD 
Isobutylmethylxanthin 3-isobutyl-1-methylxanthin Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Isopropanol  Roth, Karlsruhe, BRD 
ITS ITS+ Universal Culture Supplement Premix 
BD Biosciences, Erembodegem, 
Belgien 
Kernechtrot 
 
Nuclear Fast Red solution Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Kulturmedien 
DMEM low glucose (1 g 
Glucose/l) mit 25 mM 
HEPES, mit L-Glutamin 
 
DMEM high glucose (4,5 g 
Glucose/l) mit 
Natriumpyruvat, mit L-
Glutamin 
 
DMEM/ Ham’s F-12 mit L-
Glutamin 
PAA, Pasching, Österreich 
 
Neutralrot  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Oil Red O  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Paraffin  Vogel, Gießen, BRD 
Paraformaldehyd  Roth, Karlsruhe, BRD 
PBS ohne Ca & Mg 
Dubecco's  Phospate 
Buffered Saline ohne Ca & 
Mg 
PAA, Pasching, Österreich 
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Phosphorwolframsäure Phosphotungstic acid hydrate Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Ponceaurot Ponceau Xylidine Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Preußisch Blau-Färbekit  Biopal, Worcester, USA 
Prolin  Roth, Karlsruhe, BRD 
Rotihistokitt  Roth, Karlsruhe, BRD 
Safranin O  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Trypanblau 0,4%  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Trypsin-EDTA Trypsin/EDTA 1x (0,05/ 0,02 % in PBS) PAA, Pasching, Österreich 
Vitamin C 
L-Ascorbic acid  2-
phosphate sesqui-
magnesium salt hydrat  
Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Weigert’sche Eisen-
Hämatoxilinlösung  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Xylol  Roth, Karlsruhe, BRD 
 
Verbrauchsgegenstände Bezeichnung Hersteller 
Einbettkassetten Histosette Simport, Quebec, Kanada 
Einbettschälchen  Leica Microsystems, Wetzlar, BRD 
Einmalhandschuhe rotiprotect-Nitril Roth, Karlsruhe, BRD 
Filterpapier  Roth, Karlsruhe, BRD 
Glas-Pasteurpipetten  Roth, Karlsruhe, BRD 
Mikrotom-Klingen  Leica Microsystems, Wetzlar, BRD 
Pipettenspitzen Easy load Greiner bio-one, Frickenhausen, BRD 
Plastik-Pasteurpipetten  Roth, Karlsruhe, BRD 
Plastik-Petrischalen  Greiner bio-one, Frickenhausen, BRD 
Reaktionsgefäße  Greiner bio-one, Frickenhausen, BRD 
Serologische Pipetten  Greiner bio-one, Frickenhausen, BRD 
Sterilfilter Sterile filter 0,45 µm VWR, Darmstadt, BRD 
Zellkulturflaschen cellstar tissue culture flasks Greiner bio-one, Frickenhausen, BRD 
Zellsieb BD Falcon™ cell strainer BD Biosciences, Erembodegem, Belgien 
Zentrifugenröhrchen (15 ml, 
50 ml) Falcon™ Tube 
BD Biosciences, Erembodegem, 
Belgien 
 
Geräte Bezeichnung Hersteller 
Absauger micro-classic Pipettierhelfer Brand, Wertheim. BRD 
Deckgläschen  Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim, BRD 
Einkanalpipetten Pipetman Neo Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich 
Färbeküvetten  VWR, Darmstadt, BRD 
Glas-Erlenmeyerkolben  VWR, Darmstadt, BRD 
Inkubator Heracell 240 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
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Kühlplatte COP 30 Medite GmbH, Burgdorf, BRD 
Magnetresonanztomograph Gyroscan NT Compact Plus Philips Medizin Systeme GmbH,  Hamburg BRD 
Mikroskop Leica DMIL Leica Microsystems, Wetzlar, BRD 
Mikroskop Nikon eclipse Ti-S Nikon Instruments, Melville, USA 
Mikrowelle  Severin, Sundern, BRD 
Objektträger Superfrost Menzel-Gläser, Freiburg, BRD 
Pipettierhilfe Pipet aid portable XP Drummond, Broomall, USA 
Präzisionswaage Sartorius LA 120 S Sartorius AG, Göttingen, BRD 
Sterilbank Biowizard Kojair, Vilppula, Finnland 
Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries, New York, USA 
Wärmeplatte Digsi-Therm Harry Gestigkeit GmbH, Düsseldorf, BRD 
Wärmeschrank   Binder, Tuttlingen, BRD 
Wasserbad ED-7AB Badthermostat Julabo, Seelbach, BRD 
Zählkammer Neubauer-improved Marienfeld-Superior, Lauda-Königshofen, BRD 
Zentrifuge Rotina 420R Hettich, Bäch, Schweiz 
 
 
3.4.3  Methoden 
3.4.3.1  Untersuchung des Proliferationsverhaltens der oMSC und eMSC  
Um Einflüsse der Markierungsstoffe auf die Proliferation der oMSC und eMSC zu untersuchen, 
wurden die Zellen ab dem Zeitpunkt der Markierung im wöchentlichen Abstand mit konstanter 
Aussaatdichte von 500 MSC/cm2 passagiert. Zur Evaluation der Zellproliferation wurden die 
kumulativen Populationsverdopplungen (kPV) herangezogen.  
 
3.4.3.2  Untersuchung des Differenzierungspotentials der oMSC und eMSC  
Um Einflüsse der SPIO-Produkte auf die Differenzierungseigenschaften der oMSC und eMSC 
feststellen zu können, wurden die markierten und unmarkierten oMSC und eMSC in die 
adipogene, osteogene und chondrogene Richtung differenziert. 
Die 3 Differenzierungsprotokolle, sowie die jeweiligen Methoden zur Evaluation werden im 
Folgenden separat aufgeführt. Die Zellen lagen zu Beginn in Suspension vor. 
 
3.4.3.2.1  Adipogenese 
a) Induktion der adipogenen Differenzierung 
Die Zellen wurden als Dublikate in je 2 wells einer 12-well-Zellkulturplatte mit einer Aussaatdichte 
von 5.000 MSC/cm2 als Monolayer ausgesät und zunächst mit Basis-Kulturmedium unter den 
Standartkulturbedingungen kultiviert (Abb. 10).  
Tab. 5: Materialien für in vitro-Untersuchungen 
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Bei Erreichen einer Zellkonfluenz von 80% wurde die adipogene Differenzierung (Gesamtdauer = 
21 d) induziert. Dazu wurden die Zellen in 4 Zyklen über jeweils 3 d mit Induktionsmedium, gefolgt 
von 1 d mit Erhaltungsmedium bei Standartkulturbedingungen inkubiert. Nach dem 4. Zyklus 
wurden die Zellen für weitere 5 d mit Erhaltungsmedium inkubiert (Tab. 6; Tab. 7; Tab. 8). 
 
Tag Ereignis 
1 Induktion mit Induktionsmedium 
4 Mediumwechsel mit Erhaltungsmedium 
5 Mediumwechsel mit Induktionsmedium 
8 Mediumwechsel mit Erhaltungsmedium 
9 Mediumwechsel mit Induktionsmedium 
12 Mediumwechsel mit Erhaltungsmedium 
13 Mediumwechsel mit Induktionsmedium 
16 Mediumwechsel mit Erhaltungsmedium 
19 Mediumwechsel mit Erhaltungsmedium 
21 Ende der adipogenen Differenzierung 
 
Grundlage Zusatz Endkonzentration 
Dexamethason 3,36 µg/ml 
Indomethacin 31 µg/ml 
Insulin 8,6 µg/ml 
DMEM/ Ham’s F-12 mit L-Glutamin, inkl. 
10% FBS und 1% Pen/Strep 
Isobutylmethylxanthin 96 µg/ml 
 
 
Grundlage Zusatz Endkonzentration 
DMEM/ Ham’s F-12 mit L-Glutamin, inkl. 
10% FBS und 1% Pen/Strep Insulin 9,6 µg/ml 
 
 
     -          Mo         E          R 
Mit MSC gefüllte wells 
Leere wells für spätere Kontrollen 
Abb. 10: Schematische Darstellung des Versuchsansatzes in einer 12-well-Zellkulturplatte für die 
adipogene Differenzierung der MSC eines Tieres. Unmarkierte (-), Molday ION Rhodamine B™- 
(Mo), Endorem™- (E) und Resovist-markierte (R) MSC wurden jeweils in Dublikaten angesetzt.  
Tab. 6: Zeitlicher Ablauf der adipogenen Induktion 
Tab. 8: Zusammensetzung des adipogenen Erhaltungsmediums 
Tab. 7: Zusammensetzung des adipogenen Induktionsmediums 
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Nicht differenzierte MSC der 10 Probanden wurden 3 d vor Ende der Differenzierung als Dublikate 
in die 2 noch leeren wells der Zellkulturplatte mit Basis-Kulturmedium ausgesät. Diese Zellen 
sollten beim späteren histologischen Nachweis der Adipogenese als undifferenzierte Kontrolle 
dienen. Am Ende der adipogenen Differenzierung wurde das Medium von allen Zellen 
abgenommen, die Zellen 1x mit PBS gewaschen und über mindestens 1 h mit 4%-igem 
Paraformaldehyd fixiert. 
 
b) Oil Red O-Färbung zum Nachweis der adipogenen Differenzierung 
Nach der Fixierung wurde das Paraformaldehyd von den Zellen abgesaugt und die Zellen 2x mit 
destilliertem Wasser gespült. Die Zellen wurden über 5 min mit 60%-igem Isopropanol inkubiert 
und danach bei Raumtemperatur getrocknet. Eine 0,35%-ige Oil Red O-Färbelösung wurde 
hergestellt, filtriert und bodenbedeckend auf die abgetrockneten Zellen pipettiert. Die Inkubation 
der Zellen mit der Färbelösung erfolgte lichtgeschützt über 15 min. Danach wurde die Färbelösung 
wiederum abgesaugt, die Zellen 1x mit PBS gespült und danach frisches PBS bis zum nächsten 
Färbeschritt auf den Zellen belassen. 
Zur Gegenfärbung wurden die Zellen über weitere 5 min mit Mayers Hämatoxilin-Lösung inkubiert 
und danach mit Leitungswasser gebläut. 
Mit der Oil Red O-Färbung färben sich intrazelluläre Lipidtröpfchen rosarot an. 
Die Gegenfärbung mit Hämatoxilin färbt Zellkerne blau und Zytoplasma rosaorange. 
 
c) Mikroskopische Auswertung der adipogenen Differenzierung 
Die Auswertung der Oil Red O-gefärbten adipogenen Differenzierung der oMSC und eMSC 
erfolgte qualitativ am well der Zellkulturplatte. Als Negativkontrolle dienten undifferenzierte Zellen 
der gleichen Proben, die ebenfalls mit Oil Red O-Färbung gefärbt wurden. 
Die wells aller Proben wurden auf Vorhandensein rosarot gefärbter, intrazellulär gelegener 
Fettvakuolen hin untersucht. Dabei wurden bei Bedarf beide wells komplett durchmustert. Eine 
Probe wurde als positiv (1) bewertet, sobald intrazellulär gelegene Fettvakuolen gefunden wurden. 
Eine Probe wurde als negativ (0) bewertet, wenn in keinem der beiden wells Fettvakuolen 
gefunden wurden. 
 
3.4.3.2.2  Osteogenese 
a) Induktion der osteogenen Differenzierung 
Die Zellen wurden als Dublikate in je 2 wells von je 2 12-well-Zellkulturplatten mit einer 
Aussaatdichte von 5.000 MSC/cm2 als Monolayer ausgesät und zunächst mit Basis-Kulturmedium 
unter den Standartkulturbedingungen kultiviert (Abb. 11). Der Grund für den Ansatz auf je 2 Platten 
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ist, dass sowohl die frühe, als auch die späte osteogene Differenzierung nachgewiesen werden 
sollte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bei Erreichen einer Zellkonfluenz von 80% wurde die osteogene Differenzierung induziert. Dazu 
wurden die Zellen insgesamt 14 d (früh) bzw. 21 d (spät) mit osteogenem Differenzierungsmedium 
bei Standartkulturbedingungen inkubiert (Tab. 9). Mediumwechsel erfolgten 2x wöchentlich. 
 
Grundlage Zusatz Endkonzentration 
Dexamethason 3,8 x 10-2 µg/ml 
ß-Glycerophosphat 2,12 x 103 µg/ml DMEM/ Ham’s F-12 mit L-Glutamin, inkl. 10% FBS und 1% Pen/Strep 
Vitamin C 25 µg/ml 
 
 
Nicht differenzierte MSC der 10 Probanden wurden 3 d vor Ende Differenzierung als Dublikate in 
die 2 noch leeren wells der Zellkulturplatte mit Basis-Kulturmedium ausgesät. Diese Zellen sollten 
beim späteren histologischen Nachweis der frühen bzw. späten Osteogenese als undifferenzierte 
Kontrolle dienen. Am Ende der osteogenen Differenzierung wurde das Medium von allen Zellen 
abgenommen, die Zellen 1x mit PBS gewaschen und über mindestens 1 h mit 4%-igem 
Paraformaldehyd fixiert.  
 
b.1) Alkalische Phosphatase-Färbung zum Nachweis der frühen osteogenen Differenzierung 
Alkalische Phosphatase (AP) ist ein Enzym, das in der Zellmembran von z.B. Osteoblasten 
verankert ist. Sie gilt als Marker für die osteogene Differenzierung bzw. für die Knochenneubildung 
(ROBEY et TERMINE 1985, FARLEY et BAYLINK 1986). Der Nachweis von AP wird als Nachweis 
des osteogenen Potentials von Zellen interpretiert (PITTENGER et al. 1999).  
Nach der Fixierung wurde das Paraformaldehyd von den Zellen abgesaugt und die Zellen 2x mit 
destilliertem Wasser gespült. Die Färbelösung wurde entsprechend der Herstelleranweisung des 
a) b) 
     -          Mo         E          R 
     -          Mo        E          R 
Mit MSC gefüllte 
wells 
Leere wells für 
spätere Kontrollen 
Abb. 11: Schematische Darstellung des Versuchsansatzes in einer 12-well-Zellkulturplatte für die 
frühe (a) und späte (b) osteogene Differenzierung der MSC eines Tieres. Unmarkierte (-), Molday 
ION Rhodamine B™- (Mo), Endorem™- (E) und Resovist- (R) markierte MSC wurden jeweils in 
Dublikaten angesetzt.  
Tab. 9: Zusammensetzung des osteogenen Differenzierungsmediums 
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AP-Färbekits hergestellt und bodenbedeckend auf die Zellen pipettiert. Die Inkubation der Zellen 
mit der Färbelösung erfolgte lichtgeschützt über 15 min. Danach wurde die Färbelösung wiederum 
abgesaugt und die Zellen über 2 min mit destilliertem Wasser gespült. 
Zur Gegenfärbung wurden die Zellen entsprechend der Herstelleranweisung des AP-Färbekits 
über weitere 2 min mit  Neutralrot-Lösung inkubiert, mit Leitungswasser gespült und luftgetrocknet. 
Zur Evaluation der AP-Färbung wird die Ausfällung blauer Farbstoffgranula im Zytoplasma 
untersucht. Entsprechend der erhöhten AP-Aktivität in der frühen Osteogenese können dann 
vermehrt blaue Granula im Zytoplasma osteogen differenzierter MSC nachgewiesen werden. 
 
b.2) Alizarinrot-Färbung zum Nachweis der späten osteogenen Differenzierung 
Nach der Fixierung wurde das Paraformaldehyd von den Zellen abgesaugt. Eine 2%-ige 
Alizarinrot-Färbelösung wurde hergestellt, filtriert und bodenbedeckend auf die Zellen pipettiert. 
Die Inkubation der Zellen mit der Färbelösung erfolgte lichtgeschützt über 5 min. Danach wurde 
die Färbelösung wiederum abgesaugt, die Zellen über 2 min mit destilliertem Wasser gespült und 
anschließend luftgetrocknet. 
Mit der Alizarinrot-Färbung färben sich extrazellulär gelegene Kalziumdepots infolge vorhandener 
Matrixmineralisierung rot an.  
 
c.1) Mikroskopische Auswertung der frühen osteogenen Differenzierung  
Die Auswertung der auf AP gefärbten frühen osteogenen Differenzierung der oMSC und eMSC 
erfolgte semiquantitativ am well der Zellkulturplatte. Als Negativkontrolle dienten undifferenzierte 
Zellen der gleichen Proben, die ebenfalls mit AP-Färbung gefärbt wurden. 
Hierzu wurde die unter 3.4.3.3.2 beschriebene Methode zur objektiven und standardisierten 
Untersuchung und Fotodokumentation verwandt. Jede der fotodokumentierten Aufnahmen wurde 
später mittels eines eigens entwickelten AP-Scoring-System ausgewertet (Tab. 10).  
Die Auswertung der Aufnahmen wurde von 2 voneinander unabhängigen Wissenschaftlern 
durchgeführt. Pro Markierungskondition (unmarkiert, Molday Ion Rhodamine B™, Endorem™, 
Resovist) wurden 3 Aufnahmen (a; b; c) bewertet. Jede Aufnahme wurde auf 2 Kategorien (A; B) 
hin untersucht und bewertet. Aus den Einzelwerten der Kategorien wurde zunächst der Kategorie-
Mittelwert der 3 Aufnahmen berechnet (z.B. (Aa+Ab+Ac)/3 = MwA).  
Die 2 Kategorien wurden abschließend addiert. Anhand des Endwertes konnte das frühe 
osteogene Differenzierungspotential der verschiedenen Markierungskonditionen verglichen 
werden. 
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Kriterium und Beschreibung Bewertung 
A: Anteil der AP-positiven Zellen im Bildausschnitt 
0% der Zellen 0 
1 - 25% der Zellen 1 
26 - 50% der Zellen 2 
51 - 75% der Zellen 3 
76 - 100% der Zellen 4 
 
B: Intensität der Blaufärbung der AP-positiven Zellen im Bildausschnitt 
keine (Zellen rotbraun gefärbt) 0 
schwach blau 1 
deutlich blau 2 
kräftig blau 3 
 
 
c.2) Mikroskopische Auswertung der späten osteogenen Differenzierung  
Die Auswertung der Alizarinrot-gefärbten späten osteogen Differenzierung der oMSC und eMSC 
erfolgte qualitativ am well der Zellkulturplatte. Als Negativkontrolle dienten undifferenzierte Zellen 
der gleichen Proben, die ebenfalls mit Alizarinrot-Färbung gefärbt wurden. 
Die wells aller Proben wurden auf das Vorhandensein rot angefärbter, extrazellulär gelegener 
Kalziumdepots hin untersucht. Dabei wurden bei Bedarf beide wells komplett durchmustert. Eine 
Probe wurde als positiv (1) bewertet, sobald ein Kalziumdepot gefunden wurde. Eine Probe wurde 
als negativ (0) bewertet, wenn in keinem der beiden wells ein Kalziumdepot gefunden wurde. 
 
3.4.3.2.3  Chondrogenese 
a) Induktion der chondrogenen Differenzierung 
Von den in Suspension vorliegenden MSC wurden je 500.000 Zellen in 2 15 ml-
Zentrifugenröhrchen gegeben. Nach Zentrifugation (5 min, 600 xg, 4°C) wurde der 
Mediumüberstand abgegossen. Die Zellen wurden in 3 ml chondrogenem Medium resuspendiert 
und erneut zentrifugiert (5 min, 280 xg, 4°C). Die Zellpeletts wurden für 24 h bei leicht gelockertem 
Deckel (zur Ermöglichung des Gasaustausches) kultiviert. In dieser Zeit organisierten sich die 
oMSC und eMSC von dem ursprünglich flachen zu einem nahezu runden Pellet um, welches dann 
durch Schütteln vom Röhrchenboden gelöst wurde (Abb.12). Die Pellets wurden über 21 d mit 
chondrogenem Differenzierungsmedium (Tab. 11) bei Standartkulturbedingungen inkubiert. 
Mediumwechsel erfolgten 2x wöchentlich. 
 
 
 
Tab. 10: AP-Scoring-System zur Auswertung der frühen Osteogenese 
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Grundlage Zusatz Endkonzentration 
Dexamethason 38,4 µg/ml 
hTGF ß1 9,8 x 103 µg/ml 
ITS 1 : 100 
Pen/ Strep 73,4 IE bzw. µg/ml 
Prolin 45,4 µg/ml 
Glucosereiches DMEM mit Natriumpyruvat 
und L-Glutamin 
Vitamin C 36,8 x 103 µg/ml 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Am Ende der chondrogenen Differenzierung wurde das Medium von allen Pellets abgenommen, 
die Pellets 1x mit PBS gewaschen und über mindestens 24 h mit 4%-igem Paraformaldehyd fixiert. 
 
b) Histologie zum Nachweis der chondrogenen Differenzierung 
Nach der Fixierung der Pellets wurden diese einzeln oder paarweise in Filterpapier eingeschlagen 
und in Einbettkassetten gelegt. Die Pellets wurden in Leitungswasser gewässert, in einer 
aufsteigenden Alkoholreihe entwässert und in Paraffin eingebettet. Von jedem Pellet wurden 3 
Schnitte (4 µm Dicke) angefertigt, welche auf Eiweißglycerin-beschichtete Objektträger gebracht 
und über Nacht auf einer Wärmeplatte getrocknet wurden. Vor Beginn der Färbung wurden die 
Paraffinschnitte in Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert. 
Alle Färbe- und Spüllösungen besaßen Raumpemteratur. Selbst hergestellte Färbelösungen 
wurden vor Gebrauch filtriert. 
 
Safranin O  Fast Green- Färbung:  
Die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte wurden zunächst über 10 min in einer 0,2%-igen 
Safranin O-Färbelösung gefärbt und anschließend in destilliertem Wasser gespült. Danach erfolgte 
die Gegenfärbung mit einer 0,04%-igen Fast Green-Färbelösung und eine nochmalige Spülung mit 
destilliertem Wasser. Die Schnitte wurden auf Filterpapier getrocknet. Überschüssige Fast Green-
Lösung wurde mit absolutem Ethanol vorsichtig abgewaschen. Abschließend wurden die gefärbten 
Tab. 11: Zusammensetzung des chondrogenen Differenzierungsmediums 
Abb. 12: Schematische Darstellung des Versuchsansatzes für die chondrogene Differenzierung in 
Pelletkultur. Unmarkierte(-), Molday Ion Rhodamine B™- (Mo), Endorem™- (E) und Resovist- (R) 
markierte Pellets wurden jeweils in Dublikaten angesetzt.  
     -      Mo      E       R 
Zellpellet 
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Schnitte nochmals über 10 min in Xylol gegeben, vollständig getrocknet und mit Rotihistokitt 
eingedeckelt. 
Mit der Safranin O-Fast Green-Färbung färben sich mature Proteoglycane (Glycosaminoglycane) 
rotorange und Kollagen grün. 
 
Färbelösung Zutaten Menge 
Safranin O-Lösung 
Safranin O 
Destilliertes Wasser 
Essigsäure (100%-ig) 
0,2 g 
100 ml 
1 ml 
Fast Green-Lösung 
Fast Green 
Destilliertes Wasser 
Essigsäure (100%-ig) 
0,04 g 
100 ml 
0,2 ml 
 
 
Weitere Überblicksfärbungen: 
Alzianblau-Färbung: 
Die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte wurden zunächst über 3 min in 3%-ige Essigsäure 
gegeben. Danach erfolgte die Färbung in einer 1%-igen Alzianblau-Färbelösung über 90 min. Im 
Anschluss wurden die Schnitte in Leitungswasser gespült und eine Gegenfärbung mit Kernechtrot 
über 10 min durchgeführt. Nach erfolgter Gegenfärbung wurden die Schnitte mit destilliertem 
Wasser gespült und auf Filterpapier getrocknet. 
Abschließend wurden die gefärbten Schnitte nochmals über 2 min in absoluten Ethanol und über 
10 min in Xylol gegeben, vollständig getrocknet und mit Rotihistokitt eingedeckelt. 
Mit der Alzianblau-Färbung färben sich immature Proteoglycane türkisblau. Die Gegenfärbung mit 
Kernechtrot färbt Zellkerne rot. 
 
Färbelösung Zutaten Menge 
Alzianblau Alzian Blue 8GX Essigsäure (3%-ig) 
1 g 
100 ml 
Kernechtrot Nuclear Fast Red Solution (gebrauchsfertig) 100 ml 
 
 
Masson Trichrom-Färbung: 
Die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte wurden über Nacht in Bouin’scher Lösung 
nachfixiert. Am nächsten Tag wurden sie zunächst über 10 min in fließendem Leitungswasser 
gespült. Danach wurden sie 10 min in Weigert’scher Eisen-Hämatoxilin-Lösung inkubiert, 
anschließend über weitere 10 min in Leitungswasser  gewaschen und für 2 s in 1%-ige Essigsäure 
getaucht. Es folgte eine 30-minütige Färbung in Ponceau-Fuchsin-Lösung mit anschließender 
Spülung in 1%-iger Essigsäure. Danach wurden die Schnitte über 2 min in 2%-iger 
Tab. 12: Zusammensetzung der Färbelösungen für die Safranin O – Fast Green-Färbung 
Tab. 13: Zusammensetzung der Färbelösungen für die Alzianblau-Färbung 
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Phosphorwolframsäure fixiert und wiederum in 1%-iger Essigsäure gespült. Letzter Färbeschritt 
war die 5-minütige Inkubation der Schnitte in einer 0,2%-igen Fast Green-Färbelösung, gefolgt von 
einer letzten Spülung in 1%-iger Essigsäure.  
Abschließend wurden die gefärbten Schnitte nochmals über 2 min in absoluten Ethanol und über 
10 min in Xylol gegeben, vollständig getrocknet und mit Rotihistokitt eingedeckelt. 
Mit der Masson Trichrom-Färbung färben sich Kollagene grün, Zellkerne blauschwarz und 
Zytoplasma rot. 
 
Färbelösung Zutaten Menge 
Bouin’sche Lösung gebrauchsfertig 100 ml 
Weigert’sche Eisen-
Hämatoxilin-Lösung 
Lösung A (gebrauchsfertig) 
Lösung B (gebrauchsfertig) 
50 ml 
50 ml 
Ponceau-Fuchsin-Lösung 
Stock-Lösung 
 
 
 
Gebrauchslösung 
 
Ponceaurot 
Fuchsin 
Essigsäure (1%-ig) 
 
Ponceau-Fuchsin-Stock 
Essigsäure (1%-ig) 
 
0,75 g 
0,25 g 
100 ml 
 
10 ml 
90 ml 
Phosphorwolframsäure- 
Lösung 
Phosphorwolframsäure 
Destilliertes Wasser 
2 g 
100 ml 
Fast Green-Lösung Fast Green FCF Essigsäure (1%-ig) 
0,2 g 
100 ml 
 
 
c) Mikroskopische Auswertung der chondrogenen Differenzierung 
Die Auswertung der Safranin O Fast Green-gefärbten Schnitte der chondrogen differenzierten 
Zellpellets erfolgte semiquantitativ mittels Bern-Score (GROGAN et al. 2006) am histologischen 
Präparat (Tab. 15).  
Die Auswertung der Aufnahmen wurde von 2 voneinander unabhängigen Wissenschaftlern 
durchgeführt. Pro Markierungskondition (unmarkiert, Molday ION Rhodamine B™, Endorem™, 
Resovist) wurde ein Präparat ausgewertet, wobei jedes Präparat auf 3 Kategorien (A; B; C) hin 
untersucht und bewertet wurde. Die Werte der 3 einzelnen Kategorien wurden abschließend 
addiert. Letztlich wurden die Ergebnisse beider Wissenschaftler gemittelt. Anhand des Endwertes 
konnte das chondrogene Differenzierungspotential der verschiedenen Markierungskonditionen 
verglichen werden. 
 
 
 
 
 
 
Tab. 14: Zusammensetzung der Färbelösungen für die Masson Trichrom-Färbung 
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Mikroskopische Auswertung der Alzianblau-Färbung 
Die Auswertung der Alzianblau-gefärbten Schnitte der chondrogen differenzierten Zellpellets 
erfolgte qualitativ am histologischen Präparat.     
Die histologischen Schnitte der Zellpellets wurden auf das Vorhandensein türkisblau angefärbter 
Proteoglycane hin untersucht.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       
 
Mikroskopische Auswertung der Masson Trichrom-Färbung 
Die Auswertung der Masson Trichrom-gefärbten Schnitte der chondrogen differenzierten 
Zellpellets erfolgte qualitativ am histologischen Präparat. 
Die histologischen Schnitte der Zellpellets wurden auf das Vorhandensein grün angefärbter 
Kollagene hin untersucht.       
 
 
 
 
 
 
Kriterium und Beschreibung Bewertung 
A: Gleichmäßigkeit und Intensität der Safranin O- Fast Green- Färbung  
Keine Orange-Färbung erkennbar 0 
Vereinzelt hellorange 1 
Gleichmäßig satt orange 2 
Gleichmäßig dunkelorange 3 
 
B: Abstand zwischen Einzelzellen, Gehalt an produzierter ECM 
Hohe Zelldichte, Einzelzellen liegen direkt aneinander, keine ECM 
erkennbar 0 
Hohe Zelldichte, Abstand zwischen Einzelzellen ist geringer als ein 
Zelldurchmesser 1 
Mäßige Zelldichte, Abstand zwischen Einzelzellen entspricht etwa einem 
Zelldurchmesser 2 
Geringe Zelldichte, Abstand zwischen Einzelzellen ist größer als ein 
Zelldurchmesser, hoher Gehalt an ECM 3 
 
C: Form der Einzelzellen 
Kondensierte, nekrotische, pyknotische Körperchen 0 
Spindelzellartige Zellen 1 
Mix aus spindelzellartigen und rundlichen Zellen 2 
Meist rundliche, chondrozytenähnliche Zellen 3 
Tab. 15: BERN-Score zur Auswertung der chondrogenen Differenzierung  
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3.4.3.3  Untersuchung von Markierungsintensität und SPIO-Retention in den MSC 
Zum Nachweis der SPIO-Produkte wurden markierte bzw. unmarkierte oMSC und eMSC einer 
Preußisch Blau-Färbung unterzogen. Weiterhin wurden markierte bzw. unmarkierte Zellen in ein 
Gelphantom überführt und im MRT gescannt. 
 
3.4.3.3.1  Preußisch Blau-Färbung zum Nachweis der Markierungsstoffe 
Zur Durchführung der Preußisch Blau-Färbung wurden bei jeder Passage markierte bzw. 
unmarkierte Zellen jeder Probe in eine 24-well-Zellkulturplatte pro Spezies ausgesät (Abb. 13).  
Nach 24-stündiger Inkubation der Zellen mit Basis-Kulturmedium zur Gewährleistung der 
Adhärenz wurde das Medium abgesaugt, die Zellen 1x mit PBS gewaschen und über 1 h mit 4%-
igem Paraformaldehyd fixiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Herstellung der Färbelösung erfolgte durch Mischung der Reagenzien A und B des Färbekits 
im Verhältnis 1:1 und Inkubation dieser Lösung über 15 min bei Raumtemperatur (entsprechend 
Herstelleranweisung).  
Nach Fixierung wurde das Paraformaldehyd von den Zellen abgesaugt und die Preußisch Blau-
Färbelösung reichlich bodenbedeckend aufpipettiert. Die Inkubation der Zellen erfolgte 
lichtgeschützt über 15 min. Danach wurde die Färbelösung abgesaugt, die Zellen 1x mit PBS 
gespült und danach frisches PBS auf den Zellen belassen. 
Mit der Preußisch Blau-Färbung färben sich vorhandene Eisen-Partikel blau an. 
 
3.4.3.3.2  Mikroskopische Aufnahmen und Auswertung der Preußisch Blau-Färbung 
Die mikroskopische Untersuchung und Fotodokumentation der Preußisch Blau-gefärbten MSC 
wurde innerhalb von 24 h nach der Färbung durchgeführt.  
Abb. 13:  Schematische Darstellung des Versuchsansatzes für die Preußisch Blau-Färbung auf  2 
24-well-Zellkulturplatten. Platten a) und b) mit unmarkierten (-), Molday ION Rhodamine B™- (Mo), 
Endorem™- (E) und Resovist- (R) markierten Zellen.  
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Es wurde eine Methode zur standardisierten und objektiven Untersuchung und Fotodokumentation 
entwickelt (Abb. 14). Dazu wurde das jeweils zu untersuchende well zunächst in der 10-fachen 
Vergrößerung so eingestellt, dass der obere Rand des wells mit dem oberen Rand des Blickfeldes 
unter dem Mikroskop abschloss. Die Platte wurde unter dem Mikroskop um 3 Blickfelder nach 
oben verschoben, das Untersuchungsfeld lag nun etwa im oberen Drittel des wells. Dieses 
eingestellte Blickfeld wurde in der 20-fachen Vergrößerung fokussiert und fotographiert (Aufnahme 
a). Nach der Aufnahme wurde in die 10-fache Vergrößerung zurückgewechselt, die Platte um 
weitere 2 Blickfelder nach oben verschoben und das eingestellte Blickfeld wiederum in der 20-
fachen Vergrößerung fokussiert und fotographiert. Auf diese Weise wurden von jeder markierten 
Probe 3 Aufnahmen (a; b; c) sowie von den unmarkierten Kontrollproben je 1 Aufnahme erstellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Jede der so fotodokumentierten Aufnahmen wurde später mittels eines eigens entwickelten 
Preußisch Blau-Scoring-Systems ausgewertet (Tab. 16).  
Die Auswertung der Aufnahmen wurde von 2 voneinander unabhängigen Wissenschaftlern 
durchgeführt. Pro Markierungskondition wurden von jeder Probe zu jedem Untersuchungszeitpunkt 
(2d, 9d, 16d, 23d) 3 Aufnahmen (a; b; c) bewertet, die unmarkierten Kontrollproben wurden an 1 
Aufnahme pro Probe je Untersuchungszeitpunkt bewertet. Jede Aufnahme wurde auf 3 Kategorien 
(A; B; C) hin untersucht und bewertet. Aus den Einzelwerten der Kategorien wurde zunächst der 
Kategorie-Mittelwert für jede der 3 Aufnahmen berechnet (z.B. (Aa+Ab+Ac)/3 = MwA).  
Die 3 Kategorie-Mittelwerte wurden abschließend für jede Probe zum Untersuchungszeitpunkt  
addiert. Von diesen Individualsummen wurden der Median und die Medianabweichung zum 
b) a) 
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Abb. 14: Schematische Darstellung des Vorgehens zur möglichst objektiven Fotodokumentation der 
Preußisch Blau-gefärbten Zellen in einem well. 
a) 24-well-Zellkulturplatten mit unmarkierten (-), Molday ION Rhodamine B™ (Mo)-, Endorem™ (E)- 
und Resovist (R)-markierten Zellen von 5 Schafen (1, 2, 3, 4, 5) und 5 Pferden (A, D, E, F, S),  
b) der vergrößerte Ausschnitt eines zu untersuchenden wells mit mikroskopischen Blickfeldern 
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Untersuchungszeitpunkt bestimmt. Letztlich wurden die Ergebnisse der 2 Untersucher gemittelt. 
Die Markierungsintensität und –qualität der verschiedenen Markierungskonditionen konnte somit 
verglichen werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.3.4  MRT-Untersuchung der markierten MSC  
MRT-Untersuchungen wurden wöchentlich bis zur 3. Woche nach der initialen Markierung 
durchgeführt (P4, P5, P6, P7). 
 
3.4.3.4.1  Herstellung des Gelphantoms für die MRT-Untersuchung 
Für die MSC beider Spezies wurde je ein Gelphantom aus 2%-iger Agarose hergestellt. Dazu 
wurden 4 x 5 2 ml-Reaktionsgefäße so in einer Petrischale (10 cm Durchmesser) angeordnet, 
dass sie bei Befüllen der Petrischale mit Agarose 20 standardisiert angeordnete Vertiefungen 
bildeten (Abb. 15). Nach Erstarrung der Agarose wurden die Reaktionsgefäße vorsichtig aus dem 
Gelphantom entfernt. 
In die entstandenen Vertiefungen des Gelphantoms wurden die markierten bzw. unmarkierten 
oMSC oder eMSC gefüllt. Dafür wurden nach der Zellernte und –zählung jeweils 1 Mio MSC 
abgenommen und zentrifugiert (5 min, 600 xg, 4°C). Das Zellpellet wurde  in 1,5%-iger flüssiger 
Kriterium und Beschreibung Bewertung 
A: Lokalisation der SPIO-Partikel im Bildausschnitt 
selektiv extrazellulär 0 
intrazellulär < extrazellulär 1 
intrazellulär = extrazellulär 2 
intrazellulär > extrazellulär 3 
selektiv intrazellulär 4 
 
B: SPIO-Gehalt pro Durchschnittszelle im Bildausschnitt 
0% der Zellfläche 0 
1 - 25% der Zellfläche 1 
26 - 50% der Zellfläche 2 
51 - 75% der Zellfläche 3 
76 - 100% der Zellfläche 4 
 
C: Anteil der SPIO-markierten Zellen im Bildausschnitt 
0% der Zellen 0 
1 - 25% der Zellen 1 
26 - 50% der Zellen 2 
51 - 75% der Zellen 3 
76 - 100% der Zellen 4 
Tab. 16: Preußisch Blau-Scoring-System zur Auswertung der SPIO-Retention 
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Agarose resuspendiert, die Zellen in die entsprechende Vertiefung gegeben und anschließend 
nochmals mit 2%-iger Agarose überschichtet. So wurde gewährleistet, dass in jeder Vertiefung 1 
Mio MSC homogen verteilt vorlagen. 
Die Gelphantome wurden bis zur MRT-Untersuchung über max. 24 h bei 8°C gelagert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.3.4.2  MRT-Untersuchung 
Die MRT-Untersuchung wurde am 0,5 Tesla-MR-Tomographen der Kleintierklinik der 
Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig durchgeführt. 
Dazu wurden die Gelphantome beider Spezies übereinander fixiert und in Waage auf einer C3-
Oberflächenspule auf dem MRT-Tisch positioniert. Die Gelphantome wurden mittels T2*w-GRE-
Sequenzen in coronarer, transversaler und saggitaler Ebene gescannt (Schichtdicke: 2 mm; TE: 
27; TR: 41 ; Flip-Winkel: 25). 
 
3.4.3.4.3  Auswertung der MRT-Aufnahmen 
Die Auswertung der MRT-Aufnahmen erfolgte durch quantitative Bestimmung der Fläche des 
durch die SPIO-Partikel entstandenen hypointensen MR-Signals. Dazu wurde zunächst ein 
Schwellenwert (Grundschwärze) für die gesamte Aufnahme bestimmt, welcher die Trennung 
zwischen Hintergrund und SPIO-Partikeln festlegte. Die Bereiche in den Aufnahmen welche 
„schwärzer“, d.h. hypointenser waren, wurden den SPIO-Partikeln zugeordnet. Mithilfe der 
Flächenbestimmung des hypointensen MR-Signals jeder Markierungskondition konnten die 
Stärken der MR-Signale der einzelnen SPIO-Produkte miteinander verglichen werden.  
 
3.5  Statistische Auswertung 
Für die Statistische Auswertung wurde aufgrund der relativ geringen Probenzahl von n=5 pro 
Spezies der Vergleich von Medianen gewählt. Somit konnte die Wahrscheinlichkeit der 
Abb. 15: Schematische Darstellung der Gelphantome mit unmarkierten (-), Molday ION Rhodamine 
B™  (Mo)-, Endorem™ (E)- und Resovist (R)-markierten MSC 
a) Proben aller Schafe (1, 2, 3, 4, 5), b) Proben aller Pferde (A, D, E, F, S)  
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Tab. 17: Zuweisung der Wf zu den 
einzelnen Kategorien 
Ergebnisverfälschung durch eventuelle Ausreißer verringert werden. Zur Darstellung der 
Ergebnisse im Diagramm wurden als Lagemaß der Median (M) und als Streuungsmaß die 
Medianabweichung (MA) verwendet. 
 
3.6 Wichtung der Ergebnisse nach Relevanz für einen in vivo-Großtierversuch 
Ein Ziel dieser Arbeit war die Selektion des optimalen der 3 getesteten SPIO-Produkte für die 
weitere Verwendung in einem in vivo-Großtierversuch zur Nachverfolgung SPIO-markierter MSC 
nach Applikation in ein arthrotisches Gelenk. 
Da nicht alle Ergebnisse die gleiche Relevanz für den in vivo-Großtierversuch besaßen, musste 
eine Wichtung der Ergebnisse erfolgen.  
 
3.6.1  Wichtung der Kategorien 
Den einzelnen Kategorien wurden, nach Bedeutsamkeit für den in vivo-Großtierversuch,  
Wichtungsfaktoren (Wf) zugeordnet. Dabei erhielten besonders wichtige Kategorien den höchsten 
Wf (3), weniger wichtige Kategorien einen mittleren Wf (2) und eher unwichtige Kategorien den 
niedrigsten Wf (1). 
Von besonderer Wichtigkeit für den in vivo-Großtierversuch war die Verteilung der SPIO-Partikel 
im Intra- bzw. Extrazellulärraum, sowie eine ausreichend lange Nachverfolgbarkeit der markierten 
Zellen im MRT. Somit erhielten die Kategorien Preußisch Blau am 2., 9., 16. und 23. Tag, sowie 
MRT am 2., 9., 16. und 23. Tag die höchsten Wf. Den mittleren Wf erhielt die Kategorie 
Chondrogenese. Die niedrigsten Wf erhielten die Kategorien Proliferation, Adipogenese, sowie 
frühe und späte Osteogenese (Tab. 17). 
 
Kategorie Wf 
Proliferation 1 
Adipogenese 1 
Frühe Osteogenese 1 
Späte Osteogenese 1 
Chondrogenese 2 
Preußisch Blau 2 d 3 
Preußisch Blau 9 d 3 
Preußisch Blau 16 d 3 
Preußisch Blau 23 d 3 
MRT 2 d 3 
MRT 9 d 3 
MRT 16 d 3 
MRT 23 d 3 
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3.6.2  Rangordnung der Markierungskonditionen 
Zunächst wurden die Markierungskonditionen nominal in den einzelnen Kategorien dem Rang 
nach geordnet.  
Die Markierungskondition mit dem höchsten Rang in der jeweiligen Kategorie erhielt die höchste 
Punktzahl (Rangwert (Rw) = 4), die mit dem niedrigsten Rang erhielt die niedrigste Punktzahl (Rw 
= 1). Waren die Ergebnisse aller Markierungskonditionen in einer Kategorie identisch, so erhielten 
sie alle 1 Punkt. Waren die Ergebnisse von einzelnen Markierungskonditionen in einer Kategorie 
identisch, so erhielten diese die gleiche Punktzahl innerhalb der Rangfolge (z.B. R > Mo > E = (-): 
4; 3; 2; 2). Zur Bestimmung der Rangordnung in der Kategorie Proliferation wurden für jeden 
Untersuchungszeitpunkt im Versuchszeitraum die Differenzen der Mediane der verschiedenen 
Markierungskonditionen zur unmarkierten Kontrolle bestimmt. Die Markierungskondition mit dem 
geringsten Unterschied des medianen Proliferationspotentials zur unmarkierten Kontrolle erhielt 
den höchsten Rangwert. Im Versuch zur frühen osteogenen Differenzierung der oMSC erhielten 
alle Markierungskonditionen 0 Punkte. 
Anschließend wurden für jede Markierungskondition die in den einzelnen Kategorien erreichten Rw 
mit dem jeweiligen Wf multipliziert. So ergab sich der korrigierte Rangwert (Rwkorr). Abschließend 
wurden die Rwkorr jeder Markierungskondition summiert. Mit der Gesamtsumme der Rwkorr wurden 
die einzelnen Markierungskonditionen miteinander vergleichbar gemacht und es konnte ein 
Gesamtrang, ähnlich einer Platzierung zugewiesen werden. Das SPIO-Produkt mit der höchsten 
Gesamtsumme erhielt den 1. Platz und wurde somit als optimales SPIO-Produkt für den in vivo-
Großtierversuch diskutiert. 
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4  Ergebnisse 
4.1  Proliferationsverhalten der oMSC und eMSC  
a) Schaf-Probanden 
Die quantitative Auswertung der kPV über den Versuchszeitraum (28 d ab Markierung) hinweg 
ergab kaum Unterschiede im Proliferationsvermögen zwischen SPIO-markierten und unmarkierten 
oMSC bzw. zwischen den verschiedenen SPIO-Produkten (Abb. 16; Tab.18). 
Molday ION Rhodamine B™-markierte oMSC zeigten über den gesamten Versuchszeitraum das 
relativ höchste Proliferationsvermögen. Jedoch war weder ein signifikanter Unterschied zwischen 
den einzelnen Markierungskonditionen, noch ein signifikanter Unterschied zur unmarkierten 
Kontrolle nachzuweisen.  
Bei allen Markierungskonditionen ließen sich über den gesamten Versuchszeitraum hinweg 
nahezu lineare Verläufe der kPV beobachten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 16: Graphische Darstellung des Verlaufs der kPV der oMSC von Versuchs-
beginn bis Versuchsende 
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Proliferationsverhalten oMSC 
Tag 0 4 11 18 25 32 
Molday ION 
Rhodamine B™ 
M 0 1,95 7,82 11,95 16,70 21,11 
 MA 0 0,39 0,34 0,23 0,49 0,88 
 
Endorem™ M 0 1,95 6,84 10,30 14,26 19,21 
 MA 0 0,39 0,04 0,48 0,76 0,72 
 
Resovist® M 0 1,95 6,67 10,79 15,11 19,71 
 MA 0 0,39 0,21 0,38 0,42 0,44 
 
unmarkiert M 0 1,95 6,94 10,41 14,23 19,29 
 MA 0 0,39 0,95 1,15 2,36 2,00 
 
 
 
b) Pferde-Probanden 
Die quantitative Auswertung der kPV über den Versuchszeitraum (28 d ab Markierung) hinweg 
ergab, ebenso wie bei den Schaf-Probanden, kaum Unterschiede im Proliferationsvermögen 
zwischen SPIO-markierten und unmarkierten eMSC bzw. zwischen den verschiedenen SPIO-
Produkten (Abb. 17; Tab. 19). 
Das Proliferationsvermögen der Molday ION Rhodamine B™-markierten eMSC war, im Vergleich 
zu den anderen 3 Markierungskonditionen, ab dem 21. Tag deutlich erhöht. Jedoch war auch hier 
weder ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Markierungskonditionen, noch zur 
unmarkierten Kontrolle nachzuweisen.  
Desweiteren zeigten Molday ION Rhodamine B™- und Endorem™-markierte eMSC nahezu 
lineare Anstiege der kPV nach erfolgter Markierung. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 18: Ergebnisse der quantitativen Auswertung der kPV der oMSC, Werte stehen für die Anzahl der kPV 
Abb. 17: Graphische Darstellung des Verlaufs der kPV der eMSC von Versuchs-
beginn bis Versuchsende 
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Proliferationsverhalten eMSC 
Tag 0 7 14 21 28 35 42 
Molday ION 
Rhodamine B™ 
M 0 2,56 9,03 13,75 17,76 21,54 25,01 
 MA 0 0,92 0,52 0,79 1,69 1,89 2,76 
 
Endorem™ M 0 2,56 9,03 12,28 14,63 17,64 20,61 
 MA 0 0,92 0,52 1,6 1,63 2,45 2,89 
 
Resovist® M 0 2,56 9,03 12,75 14,36 17,58 21,38 
 MA 0 0,92 0,52 0,46 2,16 3,02 3,95 
 
unmarkiert M 0 2,56 9,03 13,85 15,09 18,68 22,29 
 MA 0 0,92 0,52 0,87 1,26 3,03 3,46 
 
 
 
 
4. 2  Differenzierungspotential der oMSC und eMSC  
4.2.1  Adipogenese  
a) Schaf-Probanden 
Die qualitative Auswertung der Oil Red O-gefärbten oMSC-Proben ergab keine Unterschiede im 
adipogenen Differenzierungspotential zwischen den verschiedenen Markierungskonditionen. Eine 
Differenzierung der oMSC in die adipogene Richtung konnte bei allen Proben nachgewiesen 
werden (Tab. 20). Repräsentative histologische Aufnahmen für die 4 Markierungskonditionen 
sowie für 1 undifferenzierte Kontrolle sind in Abb. 18 dargestellt. 
 
Molday ION 
Rhodamine B™ 
Endorem™ Resovist® unmarkiert 
5/5 
= 100% 
5/5 
= 100% 
5/5 
= 100% 
5/5 
= 100% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 20: Ergebnisse der qualitativen Auswertung der adipogen differenzierten und Oil Red O-
gefärbten oMSC 
Tab. 19: Ergebnisse der quantitativen Auswertung der kPV der eMSC, Werte stehen für die Anzahl der kPV 
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b) Pferde-Probanden 
Die qualitative Auswertung der Oil Red O-gefärbten eMSC-Proben ergab im Gegensatz zu den 
Schaf-Probanden deutliche Unterschiede im adipogenen Differenzierungspotential zwischen den 
verschiedenen Markierungskonditionen. Eine Differenzierung der eMSC in die adipogene Richtung 
Abb. 18: Repräsentative histologische Aufnahmen nach adipogener Differenzierung von oMSC (Schaf 
5): intrazellulär gelegene, rot angefärbte Lipidtröpfchen (Pfeile) sprechen für die positive adipogene 
Differenzierung 
a) Molday ION Rhodamine B™-, b) Endorem™-, c) Resovist
®
-markierte oMSC, d) unmarkierte oMSC,  
e) undifferenzierte Kontrolle; Maßstab entspricht 100 µm; Oil Red O-Färbung 
 
e) 
c) 
a) 
d) 
b) 
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konnte nach Molday ION Rhodamine B™-Markierung in 3/5 Proben, nach Endorem™-Markierung 
in 2/5 Proben, nach Resovist®-Markierung in 1/5 Proben und bei den unmarkierten Kontrollen in 
1/5 Proben nachgewiesen werden (Tab. 21). Jedoch waren die Unterschiede zwischen den 
verschiedenen Markierungskonditionen nicht signifikant. Repräsentative histologische Aufnahmen 
für die 4 Markierungskonditionen und 1 undifferenzierte Kontrolle sind in Abb. 19 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 19: Repräsentative histologische Aufnahmen nach adipogener Differenzierung von eMSC (Pferd 
E): intrazellulär gelegene, rot angefärbte Lipidtröpfchen (Pfeile) sprechen für die positive adipogene 
Differenzierung 
a) Molday ION Rhodamine B™-, b) Endorem™-, c) Resovist
®
-markierte oMSC, d) unmarkierte oMSC,  
e) undifferenzierte Kontrolle; Maßstab entspricht 100 µm; Oil Red O-Färbung 
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Molday ION 
Rhodamine B™ 
Endorem™ Resovist® unmarkiert 
3/5 
= 60% 
2/5 
= 40% 
1/5 
= 20% 
1/5 
= 20% 
 
 
 
 
4.2.2  Osteogenese 
4.2.2.1 Frühe Osteogenese 
a) Schaf-Probanden 
Die semiquantitative Auswertung der AP-gefärbten oMSC-Proben ergab keine Unterschiede im 
frühen osteogenen Differenzierungspotential zwischen den verschiedenen 
Markierungskonditionen. Eine Differenzierung der oMSC in die osteogene Richtung konnte bei 
keiner der oMSC-Proben nachgewiesen werden. Repräsentative histologische Bilder für die 4 
Markierungskonditionen und 1 undifferenzierte Kontrolle sind in Abb. 20 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 21: Ergebnisse der qualitativen Auswertung der adipogen differenzierten und Oil Red O-
gefärbten eMSC  
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a) 
e) 
c) d) 
b) 
Abb. 20: Repräsentative histologische Aufnahmen nach osteogener Differenzierung von oMSC (Schaf 
4): fehlende intrazellulär gelegene, blauviolett angefärbte AP-Granula sprechen für die negative frühe 
osteogene Differenzierung 
a) Molday ION Rhodamine B™-, b) Endorem™-, c) Resovist®-markierte oMSC, d) unmarkierte oMSC,  
e) undifferenzierte Kontrolle; Maßstab entspricht 100 µm; AP-Färbung 
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b) Pferde-Probanden 
Die semiquantitative Auswertung der AP-gefärbten eMSC-Proben ergab eine deutliche 
Verminderung des frühen osteogenen Differenzierungspotentials nach Markierung mit  SPIO-
Partikeln im Vergleich zu unmarkierten eMSC (Abb. 21). Unmarkierte eMSC besaßen das höchste 
frühe osteogene Differenzierungspotential (M = 4,33 Punkte, MA = 1), gefolgt von Resovist ®- (M = 
3,5 Punkte, MA =  1,5), Endorem™- (M = 3,25 Punkte, MA = 0,5) und Molday ION Rhodamine 
B™- (M = 2,67 Punkte, MA = 0,3) markierten eMSC. Jedoch war keine Signifikanz der 
Unterschiede zwischen den verschiedenen Markierungskonditionen nachweisbar. Repräsentative 
histologische Aufnahmen für die 4 Markierungskonditionen und 1 undifferenzierte Kontrolle sind in 
Abb. 22 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 21: Graphische Darstellung der Ergebnisse des AP-Score nach 14-tägiger 
osteogener Differenzierung der eMSC 
 
eMSC
0
1
2
3
4
5
6
7
Molday ION
Rhodamine B™
Endorem™ Resovist® unmarkiert
Markierungskondition
A
P
-S
c
o
re
Ergebnisse 
 
 
 49 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.2.2 Späte Osteogenese 
 a) Schaf-Probanden 
Die qualitative Auswertung der Alizarinrot-gefärbten oMSC-Proben ergab keine Unterschiede im 
späten osteogenen Differenzierungspotential zwischen den verschiedenen 
Abb. 22: Repräsentative histologische Aufnahmen nach osteogener Differenzierung von eMSC (Pferd 
E): intrazellulär gelegene, blauviolett angefärbte AP-Granula (Pfeile) sprechen für die positive frühe 
osteogene Differenzierung 
a) Molday ION Rhodamine B™-, b) Endorem™-, c) Resovist®-markierte oMSC, d) unmarkierte oMSC,  
e) undifferenzierte Kontrolle; Maßstab entspricht 100 µm; AP-Färbung 
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Markierungskonditionen. Eine Differenzierung der oMSC in die osteogene Richtung konnte bei 
allen Proben nachgewiesen werden (Tab. 22). Repräsentative histologische Aufnahmen für die 4 
Markierungskonditionen und 1 undifferenzierte Kontrolle sind in Abb. 23 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 23: Repräsentative histologische Aufnahmen nach osteogener Differenzierung von oMSC (Schaf 
1): extrazellulär gelegene, rot angefärbte Kalziumdepots (Pfeile) sprechen für die positive späte 
osteogene Differenzierung 
a) Molday ION Rhodamine B™-, b) Endorem™-, c) Resovist®-markierte oMSC, d) unmarkierte oMSC,  
e) undifferenzierte Kontrolle; Maßstab entspricht 100 µm; Alizarinrot-Färbung 
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Molday ION 
Rhodamine B™ 
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b) Pferde-Probanden 
Die qualitative Auswertung der Alizarinrot-gefärbten eMSC-Proben ergab keine Unterschiede im 
späten osteogenen Differenzierungspotential zwischen den verschiedenen 
Markierungskonditionen. Eine Differenzierung der eMSC in die osteogene Richtung konnte bei 
allen Proben nachgewiesen werden (Tab. 23). Repräsentative histologische Aufnahmen für die 4 
Markierungskonditionen und 1 undifferenzierte Kontrolle sind in Abb. 24 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 22: Ergebnisse der qualitativen Auswertung der über 21 d osteogen differenzierten und 
anschließend Alizarinrot-gefärbten oMSC  
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Tab. 23: Ergebnisse der qualitativen Auswertung der osteogen differenzierten und Alizarinrot-
gefärbten eMSC 
 
Abb. 24: Repräsentative histologische Aufnahmen nach osteogener Differenzierung von eMSC (Pferd 
E): extrazellulär gelegene, rot angefärbte Kalziumdepots (Pfeile) sprechen für die positive späte 
osteogene Differenzierung 
a) Molday ION Rhodamine B™-, b) Endorem™-, c) Resovist®-markierte oMSC, d) unmarkierte eMSC,  
e) undifferenzierte Kontrolle; Maßstab entspricht 100 µm; Alizarinrot-Färbung 
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4.2.3  Chondrogenese 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.3.1  Neosynthese maturer Proteoglycane (Bern-Score) 
a) Schaf-Probanden 
Die semiquantitative Auswertung der Safranin O-Fast Green-gefärbten oMSC-Proben ergab eine 
deutliche Verminderung des chondrogenen Differenzierungspotentials nach Markierung mit Molday 
ION Rhodamine B™ und Resovist® im Vergleich zu Endorem™-markierten und unmarkierten 
oMSC. Unmarkierte oMSC besaßen das höchste chondrogene Differenzierungspotential (M = 5,5 
Punkte, MA = 1,5), gefolgt von Endorem™- (M = 5,0 Punkte, MA = 1), Resovist®- (M = 3,0 Punkte, 
MA = 1,0)  und Molday ION Rhodamine B™- (M = 3,0 Punkte, MA = 0,5) markierten oMSC (Abb. 
26). Jedoch war keine Signifikanz der Unterschiede zwischen den verschiedenen 
Markierungskonditionen nachweisbar. Repräsentative histologische Aufnahmen für die 4 
Markierungskonditionen sind in Abb. 27 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 25: Makroskopische Aufnahmen der 
chondrogen differenzierten MSC-Pellets (obere 
Reihe: Schaf 1, untere Reihe: Pferd D) 
(-) ... unmarkiert, Mo ... Molday ION Rhodamine B™-, 
E ... Endorem™-, R ... Resovist
®
-markiert 
  - Mo E R 
oMSC 
eMSC 
5 mm 
Abb. 26: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Bern-Score der 
chondrogen differenzierten oMSC-Pellets 
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b) Pferde-Probanden 
Die semiquantitative Auswertung der Safranin O-Fast Green-gefärbten eMSC-Proben ergab, wie 
auch bei den oMSC-Proben, eine deutliche Verminderung des chondrogenen 
Differenzierungspotentials nach Markierung mit Molday Ion Rhodamine B™ und Resovist® im 
Vergleich zu Endorem™-markierten und unmarkierten eMSC.  
Unmarkierte eMSC besaßen ebenfalls das höchste chondrogene Differenzierungspotential (M = 
5,0 Punkte, MA = 2,0), wiederum gefolgt von Endorem™- (M = 4,5 Punkte, MA = 1,8), Resovist®- 
(M = 3,5 Punkte, MA = 1,5) und Molday ION Rhodamine B™- (M = 3,0 Punkte, MA =  0,5) 
markierten eMSC (Abb. 28). Die Unterschiede zwischen den verschiedenen 
Markierungskonditionen waren jedoch auch bei den eMSC-Proben nicht signifikant.  
Repräsentative histologische Aufnahmen für die 4 Markierungskonditionen sind in Abb. 29 
dargestellt. 
 
Abb. 27: Repräsentative histologische Aufnahmen nach chondrogener Differenzierung von oMSC-
Pellets (Schaf 5): rotorange angefärbte Glycosaminoglycane und grün angefärbte Kollagene sprechen 
für die positive chondrogene Differenzierung 
a) Molday ION Rhodamine B™-, b) Endorem™-, c) Resovist®-markierte oMSC mit dunkelbraunen 
SPIO-Partikel-Ablagerungen (Pfeil), d) unmarkierte oMSC; 
Maßstab entspricht 200 µm; Safranin O-Fast Green-Färbung 
b) 
d) 
a) 
c) 
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Abb. 29: Repräsentative histologische Aufnahmen nach chondrogener Differenzierung von eMSC-
Pellets (Pferd E): rotorange angefärbte Glycosaminoglycane und grün angefärbte Kollagene sprechen 
für die positive chondrogene Differenzierung 
a) Molday ION Rhodamine B™-, b) Endorem™-, c) Resovist®-markierte oMSC mit dunkebraunen 
SPIO-Partikel-Ablagerungen (Pfeil), d) unmarkierte oMSC;  
Maßstab entspricht 200 µm; Safranin O-Fast Green-Färbung 
 
a) 
c) d) 
b) 
Abb. 28: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Bern-Score der 
chondrogen differenzierten eMSC 
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4.2.3.2  Neosynthese immaturer Proteoglycane 
a) Schaf-Probanden 
Die qualitative Auswertung der Alzianblau-gefärbten oMSC-Proben ergab keine Unterschiede im 
chondrogenen Differenzierungspotential zwischen den verschiedenen Markierungskonditionen. 
Eine Differenzierung der oMSC in die chondrogene Richtung (Präsenz von immaturen 
Proteoglycanen) konnte bei allen Proben nachgewiesen werden (Tab. 24).  
 
Molday ION 
Rhodamine B™ 
Endorem™ Resovist® unmarkiert 
5/5 
= 100% 
5/5 
= 100% 
5/5 
= 100% 
5/5 
= 100% 
 
 
 
b) Pferde-Probanden 
Die qualitative Auswertung der Alzianblau-gefärbten eMSC-Proben ergab, wie auch bei den 
oMSC-Proben keine Unterschiede im chondrogenen Differenzierungspotential zwischen den 
verschiedenen Markierungskonditionen. Eine Differenzierung der eMSC in die chondrogene 
Richtung (Präsenz von immaturen Proteoglycanen) konnte ebenfalls bei allen Proben 
nachgewiesen werden (Tab. 25). Eine repräsentative histologische Aufnahme ist in Abb. 32 
dargestellt. 
 
Molday ION 
Rhodamine B™ 
Endorem™ Resovist® unmarkiert 
5/5 
= 100% 
4/4 
= 100% 
5/5 
= 100% 
4/4 
= 100% 
 
 
 
4.2.3.3  Neosynthese von Kollagenen 
a) Schaf-Probanden 
Die qualitative Auswertung der Masson Trichrom-gefärbten oMSC-Proben ergab keine 
Unterschiede im chondrogenen Differenzierungspotential zwischen den verschiedenen 
Markierungskonditionen. Eine Differenzierung der oMSC in die chondrogene Richtung (Präsenz 
von Kollagenen) konnte bei allen Proben nachgewiesen werden (Tab. 26).  
 
 
 
 
Tab. 24: Ergebnisse der qualitativen Auswertung der chondrogen differenzierten und Alzianblau-
gefärbten oMSC bzgl. der Präsenz von immaturen Proteoglycanen 
Tab. 25: Ergebnisse der qualitativen Auswertung der chondrogen differenzierten und Alzianblau-
gefärbten eMSC bzgl. der Präsenz von immaturen Proteoglycanen 
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Molday ION 
Rhodamine B™ 
Endorem™ Resovist® unmarkiert 
5/5 
= 100% 
5/5 
= 100% 
5/5 
= 100% 
5/5 
= 100% 
 
 
 
b) Pferde-Probanden 
Die qualitative Auswertung der Masson Trichrom-gefärbten eMSC-Proben ergab, wie auch bei den 
oMSC-Proben keine Unterschiede im chondrogenen Differenzierungspotential zwischen den 
verschiedenen Markierungskonditionen. Eine Differenzierung der eMSC in die chondrogene 
Richtung (Präsenz von Kollagenen) konnte auch hier bei allen Proben nachgewiesen werden (Tab. 
27). Eine repräsentative histologische Aufnahme ist in Abb. 30 dargestellt. 
 
Molday ION 
Rhodamine B™ 
Endorem™ Resovist® unmarkiert 
5/5 
= 100% 
4/4 
= 100% 
5/5 
= 100% 
4/4 
= 100% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 26: Ergebnisse der qualitativen Auswertung der chondrogen differenzierten und Masson 
Trichrom-gefärbten oMSC bzgl. der Präsenz von Kollagenen 
Tab. 27: Ergebnisse der qualitativen Auswertung der chondrogen differenzierten und Masson 
Trichrom-gefärbten eMSC bzgl. der Präsenz von Kollagenen 
 
Abb. 30: Repräsentative histologische Aufnahmen nach chondrogener Differenzierung von eMSC-
Pellets (Pferd E, unmarkierte eMSC): a) Alzian Blau-Färbung: türkisblau angefärbte Proteoglycane; b) 
Masson-Trichrom-Färbung: grün angefärbte Kollagene sprechen für die positive chondrogene 
Differenzierung;  Maßstab entspricht 100 µm 
 
a) b) 
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4.3  Markierungsintensität und SPIO-Retention in den MSC 
4.3.1  Markierungseffizienz und intrazellulärer SPIO-Partikel-Gehalt 
a) Schaf-Probanden 
Die semiquantitative Auswertung der Preußisch Blau-gefärbten oMSC-Proben zu den Zeitpunkten 
der aufeinander folgenden Passagierungen ergab deutliche Unterschiede zwischen den 
verschiedenen Markierungskonditionen. Bei nahezu jeder Passage (2 d, 9 d, 16 d, 23 d) der oMSC 
in den verschiedenen Markierungskonditionen war eine Verringerung der Punktzahlen zur 
vorherigen Passage erkennbar (Abb. 31; Tab. 28).  
Am 2. Tag nach Markierung erreichten die Molday ION Rhodamine B™-markierten oMSC die 
höchste Punktzahl. Am 9. Tag war diese dann deutlich verringert und ab dem 16. Tag waren bei 
den Molday Ion Rhodamine B™-markierten oMSC keine SPIO-Partikel mehr erkennbar, sie 
erhielten somit im Preußisch Blau-Score keine Punkte mehr. Die Markierung der oMSC mit 
Endorem™ war nur am 2. Tag nach Markierung mit dem Preußisch Blau-Score bewertbar, danach 
waren keine SPIO-Partikel mehr erkennbar. Resovist®-markierte oMSC ließen sich im Vergleich zu 
den anderen Markierungskonditionen am längsten bewerten. Die am 19. Tag gegenüber dem 2. 
Tag erhöhte Punkzahl der Resovist®-markierten oMSC lässt sich durch die anfangs unselektive 
Anlagerung der SPIO-Partikel erklären. Ab dem 9. Tag nahm auch die Markierungsintensität der 
Resovist®-markierten oMSC ab. Am 23. Tag erhielten sie mittels Preußisch Blau-Score keine 
Punkte, da keine SPIO-Partikel mehr erkennbar waren.  
Unmarkierte oMSC erhielten, wie erwartet, zu keiner Zeit eine Punktzahl größer 0. 
Am 9. Tag waren noch SPIO-Partikel bei den Molday ION Rhodamine B™- und den Resovist®-
markierten oMSC erkennbar. Am 16. Tag ließen nur noch die Resovist®-markierten oMSC SPIO-
Partikel erkennen. Am 23. Tag nach Markierung erhielt keine der 3 Markierungskonditionen eine 
Punktzahl größer 0. 
Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Markierungskonditionen waren trotz allem nicht 
signifikant. 
Repräsentative histologische Aufnahmen für die 4 Markierungskonditionen zu den Zeitpinkten 2 d 
und 16 d nach Markierung sind in Abb. 32 dargestellt. 
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Preußisch Blau oMSC 
Tag 2 9 16 23 
Molday ION Rhodamine B™ M 9,50 2,0 0 0 
 MA 0,25 0 0 0 
 
Endorem™ M 6,00 0 0 0 
 MA 0,67 0 0 0 
 
Resovist® M 6,83 8,33 4,0 0 
 MA 0,17 0,16 1,0 0 
 
unmarkiert M 0 0 0 0 
 MA 0 0 0 0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 28: Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung des Preußisch Blau-
Score der oMSC, Werte stehen für die mittels Score erreichten Punkte  
Abb. 31: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Preußisch Blau-Score der 
oMSC  
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 Abb. 32: Preußisch Blau-gefärbte oMSC (Schaf 1,): blau angefärbte Areale (Pfeile) stellen 
vorhandene SPIO-Partikel dar 
a - d: 2 d nach initialer Markierung (P4), e - h: 16 d nach initialer Markierung (P6); Maßstab entspricht 
1 0 µm 
 
 
a) e) 
f) 
h) d) 
b) 
c) g) 
Molday ION Rhodamine B™, 2 d 
Endorem™, 2 d 
unmarkiert, 2 d 
Resovist, 2 d 
unmarkiert, 16 d 
Resovist, 16 d 
Endorem™, 16 d 
Molday ION Rhodamine B™, 16 d 
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b) Pferde-Probanden 
Die semiquantitative Auswertung der Preußisch Blau-gefärbten eMSC-Proben zu den Zeitpunkten 
der aufeinander folgenden Passagierungen ergab ebenfalls deutliche Unterschiede zwischen den 
verschiedenen Markierungskonditionen. Auch die eMSC in den verschiedenen 
Markierungskonditionen ließen bei nahezu jeder Passage (2 d, 9 d, 16 d, 23 d) eine Verringerung 
der Punktzahlen zur vorherigen Passage erkennen (Abb. 33; Tab. 29). 
Am 2. Tag nach Markierung erreichten die Molday ION Rhodamine B™-markierten eMSC die 
höchste Punktzahl. Jedoch verringerte sie sich über den 9. Tag bis zum 16. Tag deutlich. Am 23. 
Tag waren keine SPIO-Partikel mehr erkennbar und die Molday ION Rhodamine B™- markierten 
eMSC erhielten somit keine Punkte mehr. Bei den Endorem™-markierten eMSC waren bis zum 9. 
Tag SPIO-Partikel erkennbar, danach erhielten sie mittels Preußisch Blau-Score keine Punkte 
mehr. Die Resovist®-markierten eMSC ließen als einzige bis zum 23. Tag eine SPIO-Markierung 
erkennen. Die Punktzahl fiel vom 2. zum 9. Tag ab, stieg zum 16. Tag leicht an und fiel danach 
zum 23. Tag wiederum ab.  
Unmarkierte eMSC erhielten, wie erwartet, zu keiner Zeit eine Punktzahl größer 0. 
Am 9. Tag lagen die Punktzahlen aller 3 SPIO-Markierungen sehr nah beieinander. Am 16. Tag 
waren noch bei den Molday ION Rhodamine B™- und Resovist®-markierten eMSC SPIO-Partikel 
erkennbar, am 23. Tag erhielten nur noch Resovist®-markierte eMSC eine Punktzahl größer 0. 
Auch bei den eMSC waren die Unterschiede zwischen den verschiedenen Markierungskonditionen 
nicht signifikant. 
Repräsentative histologische Aufnahmen für die 4 Markierungskonditionen zu den Zeitpunkten 2 d 
und 16 d nach Markierung sind in Abb. 34 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 33: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Preußisch Blau-Score der 
eMSC  
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Preußisch Blau eMSC 
Tag 2 9 16 23 
Molday ION Rhodamine B™ M 8,67 6,0 1,5 0 
 MA 0,16 0 1,5 0 
 
Endorem™ M 6,67 6,17 0 0 
 MA 1,0 0,5 0 0 
 
Resovist® M 7,67 6,17 6,33 2,0 
 MA 0,17 0,33 1,33 2,0 
 
unmarkiert M 0 0 0 0 
 MA 0 0 0 0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 29: Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung des Preußisch Blau-Score 
der eMSC, Werte stehen für die mittels Score erreichten Punkte  
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 Abb. 34: Preußisch Blau-gefärbte eMSC (Pferd E): blau angefärbte Areale (Pfeile) stellen vorhandene 
SPIO-Partikel dar 
a - d: 2 d nach initialer Markierung (P4), e - h: 16 d nach initialer Markierung (P6); Maßstab entspricht 
100 µm 
a) 
d) 
b) 
c) 
h) 
g) 
f) 
e) 
unmarkiert, 2 d 
Resovist
®
, 2 d 
unmarkiert, 16 d 
Resovist
®
, 16 d 
Endorem™, 2 d Endorem™, 16 d 
Molday ION Rhodamine B™, 2 d Molday ION Rhodamine B™, 16 d 
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4.3.2  MRT-Untersuchungen zur SPIO-Partikel-Detektion 
a) Schaf-Probanden  
Die quantitative Auswertung der MRT-Aufnahmen der Schaf-Proben anhand der 
Flächenbestimmung der hypointensen Areale zu den Zeitpunkten der aufeinander folgenden 
Passagierungen (2 d, 9 d, 16 d, 23 d) ergab deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen 
Markierungskonditionen. Bei allen 3 SPIO-Markierungen zeigte sich eine stetige Verringerung der 
Flächen im Verlauf der Folgepassagen (Abb. 35; Tab. 30). 
Das MRT-Signal von Resovist®-markierten oMSC resultierte am 2., 9. und 16. Tag nach 
Markierung in der größten Fläche des hypointensen Areals, stets gefolgt von Molday ION 
Rhodamine B™ und Endorem™. Am 23. Tag betrugen die MRT-Signalflächen aller 
Markierungskonditionen 0 mm2, zu diesem Zeitpunkt war also keine SPIO-Detektion mehr möglich. 
Die Messung der MRT-Signalfläche unmarkierter oMSC zur Kontrolle ergab stets 0 mm2. 
Repräsentative Aufnahmen einer MRT-Untersuchung und –Auswertung der Schaf-Proben 2 d 
nach Markierung sind in Abb. 36 zu sehen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 35:  Graphische Darstellung der Ergebnisse der MRT-Untersuchungen an 
den oMSC 
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MRT oMSC 
Tag 2 9 16 23 
Molday ION Rhodamine B™ M 189 105 19 0 
 MA 43 13 10,5 0 
 
Endorem™ M 92 21 4 0 
 MA 12 10 4 0 
 
Resovist® M 674 337 121 0 
 MA 10 71 6 0 
 
unmarkiert M 0 0 0 0 
 MA 0 0 0 0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b) Pferde-Probanden 
Die quantitative Auswertung der MRT-Aufnahmen der Pferde-Proben anhand der 
Flächenbestimmung der hypointensen Areale zu den Zeitpunkten der aufeinander folgenden 
Passagierungen (2 d, 9 d, 16 d, 23 d) ergab, wie auch bei den Schaf-Proben, deutliche 
Tab. 30: Ergebnisse der quantitativen Auswertung der MRT-Untersuchung der 
oMSC, Werte stehen für die Größe der hypointensen Areale im MRT (in mm
2
) 
 
Abb. 36: Darstellung der Quantifizierung der Signalintensität (oMSC, 2 d nach Markierung/ P4) 
(-) ... unmarkierte, Mo ... Molday ION Rhodamine B™-, E ... Endorem™-, R ... Resovist
®
-markierte MSC 
a) SPIO-Partikel färben die MSC-Proben im Gelphantom  augenscheinlich rotbraun; b) in der MRT-
Aufnahme stellen sich SPIO-Partikel als schwarze (hypointense) Areale Signale innerhalb des 
Gelphantoms dar; c & d) Überlagerung der hypointensen Areale aller Einzelproben mit einer 
Farbschablone zur quantitativen Bestimmung der einzelnen MR-Signalflächen 
b) d) c) 
-    Mo   E    R 
a) 
-   Mo   E    R -   Mo   E    R -   Mo   E    R 
Schaf 1 
Schaf 2 
Schaf 3 
Schaf 4 
Schaf 5 
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Unterschiede zwischen den verschiedenen Markierungskonditionen. Auch hier ließ sich bei allen 3 
SPIO-Markierungen eine stetige Verringerung der Flächen im Verlauf der Folgepassagen 
erkennen (Abb. 37; Tab. 31). 
Das MRT-Signal von Resovist®-markierten eMSC resultierte zu jedem Untersuchungszeitpunkt in 
der größten Fläche des hypointensen Areals, am 2. und 9. Tag nach Markierung gefolgt von 
Molday ION Rhodamine B™ und Endorem™. Ab dem 16. Tag betrugen die MRT-Signalflächen 
von Molday ION Rhodamine B™- und Endorem™-markierten eMSC 0 mm2, es waren also in 
diesen Proben keine SPIO-Partikel mehr detektierbar. Die Messung der MRT-Signalfläche 
unmarkierter eMSC zur Kontrolle ergab stets 0 mm2. Repräsentative Aufnahmen einer MRT-
Untersuchung und –Auswertung der Pferde-Proben 2 d nach Markierung sind in Abb. 38 zu sehen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MRT eMSC 
Tag 2 9 16 23 
Molday ION Rhodamine B™ M 189 103 0 0 
 MA 3 30 0 0 
 
Endorem™ M 111 97 0 0 
 MA 13,5 12 0 0 
 
Resovist® M 591 346 112 25 
 MA 224 7 18 22,5 
 
unmarkiert M 0 0 0 0 
 MA 0 0 0 0 
 
 
 
Tab. 31: Ergebnisse der quantitativen Auswertung der MRT-Untersuchung der 
eMSC, Werte stehen für die Größe der hypointensen Areale im MRT (in mm
2
) 
 
Abb. 37: Graphische Darstellung der Ergebnisse der MRT-Untersuchungen an 
den eMSC 
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Abb. 39: Molday ION 
Rhodamine B™-markierte eMSC 
in der Fluoreszenzmikroskopie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.3  Fluoreszenzmikroskopische Darstellung Molday ION Rhodamine B™-markierter eMSC 
Molday ION Rhodamine B™-markierte Zellen konnten aufgrund 
des enthaltenen Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin B zusätzlich 
mittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden. Die 
Absorptionswellenlänge von Rhodamin B liegt bei 555 nm. Die 
Emissionswellenlänge von Rhodamin B liegt bei 565-620 nm.  
Damit stellten sich Molday ION Rhodamine B™-markierte Zellen 
mittels Fluoreszenzmikroskopie  rot-fluoreszierend dar (Abb. 
39). 
 
 
 
 
 
 
Abb. 38: : Darstellung der Quantifizierung der Signalintensität (eMSC, 2 d nach Markierung/ P4) 
(-) ... unmarkierte, Mo ... Molday ION Rhodamine B™-, E ... Endorem™-, R ... Resovist
®
-markierte MSC 
a) SPIO-Partikel färben die MSC-Proben im Gelphantom  augenscheinlich rotbraun; b) in der MRT-
Aufnahme stellen sich SPIO-Partikel als schwarze (hypointense) Areale Signale innerhalb des 
Gelphantoms dar; c & d) Überlagerung der hypointensen Areale aller Einzelproben mit einer 
Farbschablone zur quantitativen Bestimmung der einzelnen MR-Signalflächen 
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4.4  Wichtung der Ergebnisse nach Relevanz für den in vivo-Großtierversuch 
Für die weitere Verwendung in einem in vivo-Großtierversuch sollte eines der 3 getesteten SPIO-
Produkte ausgewählt werden. In diesem Großtierversuch würde die Nachverfolgbarkeit SPIO-
markierter MSC nach Applikation in ein arthrotisches Gelenk untersucht werden.  
Da nicht alle der untersuchten Parameter die gleiche Relevanz für einen solchen in vivo-
Großtierversuch besitzen würden, erfolgte eine Wichtung der Ergebnisse zur Identifizierung des 
optimalen Produkts. 
 
4.4.1  Rangordnung der Markierungskonditionen 
4.4.1.1  Nominale Rangordnung 
Basierend auf den jeweiligen numerischen Ergebnissen der 4 Markierungskonditionen wurde für 
jede Bewertungskategorie eine nominale Rangordnung erstellt (Tab. 32). Diese brachte die 4  
Markierungskonditionen in eine Reihenfolge, welche als Basis für die weitere Auswertung genutzt 
wurde. 
Kategorie oMSC eMSC 
Proliferation (Mittel) (-) > E > R > Mo (-) > E = R > Mo 
Adipogenese Mo = E = R = (-) Mo > E > R > (-) 
Frühe Osteogenese - (-) > E > R > Mo 
Späte Osteogenese Mo = E = R = (-) Mo = E = R = (-) 
Chondrogenese (-) > E > Mo = R (-) > E > R > Mo 
Preußisch Blau 2 d Mo > R > E > (-) Mo > R > E > (-) 
Preußisch Blau 9 d R > Mo > E > (-) R = E > Mo > (-) 
Preußisch Blau 16 d R > Mo = E = (-) R > Mo > E = (-) 
Preußisch Blau 23 d Mo = E = R = (-) R > Mo = E = (-) 
MRT 2 d R > Mo > E > (-) R > Mo > E > (-) 
MRT 9 d R > Mo > E > (-) R > Mo > E > (-) 
MRT 16 d R > Mo > E > (-) R > Mo = E = (-) 
MRT 23 d R = E = Mo = (-) R > Mo = E = (-) 
 
 
 
 
4.4.1.2  Zuweisung des Rw und Berechnung des Rwkorr mithilfe des Wf 
Folgend aus der nominalen Rangordnung wurden den 4 Markierungkonditionen in den 
verschiedenen Kategorien entsprechende Rw zugewiesen. Diese wurden mit dem jeweiligen 
Kategorie-Wf multipliziert und ergaben so den Rwkorr (Tab. 33; Tab 34). 
 
 
 
Tab. 32: Nominale Rangordnung der Markierungskonditionen in den einzelnen Kategorien für oMSC 
und eMSC 
(-) ... unmarkiert, Mo ... Molday ION Rhodamine B™-, E ... Endorem™-, R ... Resovist
®
-markiert 
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a) Schaf-Probanden    
oMSC 
Molday Ion 
Rhodamine 
B™ 
Endorem™ Resovist® unmarkiert 
Kategorie               (Wf) Rw Rwkorr Rw Rwkorr Rw Rwkorr Rw Rwkorr 
Proliferation               (1) 1 1 3 3 2 2 4 4 
Adipogenese              (1) 1  1  1  1  1  1  1  1  
Frühe Osteogenese   (1)  0  0  0  0  0  0  0  0  
Späte Osteogenese   (1) 1  1  1  1  1  1  1  1  
Chondrogenese         (2) 2  4 3 6 2 4 4 8 
Preußisch Blau 2 d    (3)  4 12 2 6 3 9 2 6 
Preußisch Blau 9 d    (3) 3  9 2 6 4 12 2 6 
Preußisch Blau 16 d  (3) 3  9 3 9 4 12 3 9 
Preußisch Blau 23 d  (3)  1 3 1 3 1 3 1 3 
MRT 2 d                     (3) 3 9 2 6 4 12 1 3 
MRT 9 d                     (3) 3 9 2 6 4 12 1 3 
MRT 16 d                   (3) 3 9 2 6 4 12 1 3 
MRT 23 d                   (3) 1 3 1 3 1 3 1 3 
 
 
 
 
b) Pferde-Probanden 
 
eMSC 
Molday ION 
Rhodamine 
B™ 
Endorem™ Resovist® unmarkiert 
Kategorie               (Wf) Rw Rwkorr Rw Rwkorr Rw Rwkorr Rw Rwkorr 
Proliferation               (1) 1 1 3 3 3 3 4 4 
Adipogenese             (1) 4 4 3 3 2 2 1 1 
Frühe Osteogenese  (1)  1 1 2 2 3 3 4 4 
Späte Osteogenese  (1) 1 1 1 1 1 1 1 1 
Chondrogenese        (2) 1 2 3 6 2 4 4 8 
Preußisch Blau 2 d    (3)  4 12 2 6 3 9 1 3 
Preußisch Blau 9 d    (3) 2 6 4 12 4 12 1 3 
Preußisch Blau 16 d  (3) 3 9 2 6 4 12 2 6 
Preußisch Blau 23 d  (3)  3 9 3 9 4 12 3 9 
MRT 2 d                    (3) 3 9 2 6 4 12 1 3 
MRT 9 d                    (3) 3 9 2 6 4 12 1 3 
MRT 16 d                  (3) 3 9 2 6 4 12 2 6 
MRT 23 d                  (3) 3 9 3 9 4 12 3 9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 33: Zuweisung des Rw und Berechnung des Rwkorr für jede Markierungskondition der oMSC mithilfe 
des Wf 
Tab. 34: Zuweisung des Rangwertes (Rw) und Berechnung des korrigierten Rangwertes (Rwkorr) für jede 
Markierungskondition der eMSC mithilfe des Wichtungsfaktors (Wf) 
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4.4.1.3  Vergleich der Markierungskonditionen  
Die Rwkorr der einzelnen Kategorien wurden für jede Markierungskondition summiert. Entsprechend 
der Höhe der Gesamtsumme wurde der jeweilige Gesamtrang zugewiesen.  
 
a) Schaf-Probanden 
Die höchste Gesamtsumme erreichten mit Abstand die Resovist®-markierten oMSC, gefolgt von 
Molday ION Rhodamine B™-, Endorem™- und unmarkierten oMSC. 
 
oMSC 
Molday ION 
Rhodamine B™ 
Endorem™ Resovist® unmarkiert 
Gesamtsumme 70 56 83 50 
Gesamtrang 2 3 1 4 
 
 
b) Pferde-Probanden 
Wie auch bei den Schaf-Probanden, erreichten die Resovist®-markierten eMSC mit Abstand die 
höchste Gesamtsumme. Es ergab sich ebenfalls die gleiche Abstufung über Molday ION 
Rhodamine B™- und  Endorem™-markierte eMSC zu den unmarkierten eMSC. 
 
eMSC 
Molday ION 
Rhodamine B™ 
Endorem™ Resovist® unmarkiert 
Gesamtsumme 81 75 106 60 
Gesamtrang 2 3 1 4 
 
 
 
4.4.1.4  Platzierung der Markierungskonditionen 
Aus dem Vergleich der Gesamtsummen ließ sich für beide Spezies folgende Platzierung ableiten: 
1. Platz: Resovist® 
2. Platz: Molday ION Rhodamine B™ 
3. Platz: Endorem™ 
4. Platz: unmarkiert 
 
Welches der 3 SPIO-Produkte tatsächlich im in vivo-Großtierversuch zur Nachverfolgung SPIO-
markierter MSC nach Applikation in ein arthrotisches Gelenk Verwendung finden wird, erschließt  
sich aus der weiteren Diskussion. 
Tab. 35: Gesamtsummen und Gesamtränge der einzelnen Markierungskonditionen für oMSC 
Tab. 36: Gesamtsummen und Gesamtränge der einzelnen Markierungskonditionen für eMSC 
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5  Diskussion 
Die in dieser Arbeit formulierten Hypothesen (siehe Kapitel 2.6) ließen sich mit den durchgeführten 
Untersuchungen bestätigen: Die MSC aller Schaf- und Pferdeproben konnten erfolgreich mit 
jedem der 3 verwendeten SPIO-Produkte markiert werden, wobei sich durchaus deutliche 
Unterschiede in der Markierungseffizienz und -dauer erkennen ließen. Desweiteren zeigten sich 
unterschiedlich starke Einflüsse der SPIO-Produkte auf das Proliferationsverhalten und die 
tripotente Differenzierungsfähigkeit der oMSC und eMSC. Mithilfe eines Gelphantoms konnten die 
SPIO-markierten MSC in vitro mittels MRT über einen längeren Zeitraum dargestellt werden. 
 
5.1  SPIO-Markierung 
Die Möglichkeit der Markierung von oMSC und eMSC mit den 3 verwendeten SPIO-Produkten 
Molday ION Rhodamine B™, Endorem™ und Resovist® konnte in dieser Arbeit prinzipiell gezeigt 
werden. Die Protokolle zur Markierung der MSC stammten entweder vom Hersteller selbst oder 
wurden aus Veröffentlichungen übernommen und z.T. an die Versuchsprotokolle angepasst. Ein 
daraus resultierender Diskussionspunkt ist jedoch die Verwendung von unterschiedlichen 
Eisenkonzentrationen in den produktspezifischen Gebrauchslösungen. So lag die 
Eisenkonzentration in der Endorem™-Gebrauchslösung bei 25 µg/ ml, in der Molday ION 
Rhodamine B™-Gebrauchslösung bei 100 µg/ ml und in der Resovist®-Gebrauchslösung lag die 
optimale Eisenkonzentration bei 933 µg/ ml. Die unter Absatz 5.2 weitreichender diskutierten 
Ergebnisse der MRT-Untersuchungen der markierten MSC zu den voranschreitenden Zeitpunkten 
folgten exakt der Höhe der Eisenkonzentrationen in den 3 produktspezifischen 
Gebrauchslösungen. Zwar könnte nun geschlussfolgert werden, dass die Höhe der 
Eisenkonzentration die Markierungseffizienz des SPIO-Produkts bestimmt, jedoch schienen die 
Ergebnisse der Preußisch Blau-Färbung diese Annahme nicht zu bestätigen. Vielmehr musste 
auch die Möglichkeit zur Aufnahme der vorhandenen SPIO-Partikel in den Intrazellulärraum 
beachtet werden. Die Betrachtung der Preußisch Blau-Färbung am 2. Tag nach Markierung 
deutete auf die optimale SPIO-Partikelaufnahme bei den Molday ION Rhodamine B™-markierten 
MSC hin. 
Die Markierungseffizienz der 3 SPIO-Produkte war bereits in einer Reihe von Vorversuchen 
getestet worden. So wurde eine Verdünnungsreihe von Molday ION Rhodamine B™ 
(Eisenkonzentrationen: 100 µg/ ml, 50 µg/ ml, 25 µg/ ml, 10 µg/ ml, 1 µg/ ml und 0 µg/ ml) auf ihre 
Markierungseffizienz hin untersucht. Es zeigte sich, dass bei der Eisenkonzentration von 100 µg/ 
ml Gebrauchslösung eine optimale Beurteilung mittels Preußisch Blau-Färbung möglich war. 
Desweiteren wurden Vorversuche zur Markierung von MSC mittels Endorem™ durchgeführt. So 
wurde zunächst mittels Preußisch Blau-Färbung festgestellt, dass nach 4-stündiger Inkubation mit 
der Endorem™-Gebrauchslösung noch große Mengen extrazellulärer SPIO-Partikel vorhanden 
waren, die durch einfache Waschvorgänge nicht von den Zellen entfernbar waren. Da dies 
Diskussion 
 
 
 72 
vermutlich zu falsch positiven Signalen in der MRT-Untersuchung führen würde, folgten Versuche 
zur gründlicheren Waschung der MSC nach Endorem™-Markierung, u.a. unter Zugabe von 
Heparin (10 IE/ ml PBS) beim 3. Waschgang. Arbab und Mitarbeiter hatten mit dieser Methode 
eine ausreichende Entfernung von extrazellulären SPIO-Partikeln erreichen können (ARBAB et al. 
2005). Die Waschung mit heparinisiertem PBS lieferte in den Vorversuchen zur vorliegenden 
Arbeit jedoch keinen Unterschied im Vergleich zur Waschung mit reinem PBS, weshalb die MSC 
auch im Hauptversuch weiterhin mit reinem PBS gewaschen wurden. Durch eine Verlängerung der 
Inkubationszeit von 4 h auf 12 h konnte die Effizienz der Endorem™-Markierung jedoch verbessert 
werden, so dass die MSC auch im Hauptversuch über den Zeitraum von 12 h mit der Endorem™-
Gebrauchslösung inkubiert wurden. Die Markierung von MSC mit Resovist® wurde ebenfalls in 
Vorversuchen getestet. Hierbei wurden zunächst verschiedene Verdünnungsstufen 
(Eisenkonzentrationen: 933 µg/ ml, 93 µg/ ml, 9 µg/ ml, 0,9 µg/ ml und 0 µg/ ml) untersucht. Es 
zeigte sich mittels Preußisch Blau-Färbung, dass eine Eisenkonzentration von 933 µg/ ml 
Gebrauchslösung die stärkste intrazelluläre SPIO-Partikel-Anreicherung gewährleistete, jedoch 
auch ein Großteil der SPIO-Partikel im extrazellulären Raum verteilt war. Diese Tatsache änderte 
sich auch nach 3-maligem waschen mit PBS nicht. Versuchsweise wurde äquivalent zur 
Endorem™-Markierung beim 3. Waschgang heparinisiertes PBS verwendet, jedoch ohne Erfolg. 
Wie die Arbeiten von Henning und Mitarbeitern sowie Golovko und Mitarbeitern zeigen, kann durch 
die Kombination von Resovist® mit Protaminsulfat eine bessere Markierungseffizienz bei geringerer 
Eisenkonzentration in der Gebrauchslösung (50 µg/ ml) erreicht werden (GOLOVKO et al. 2010, 
HENNING et al. 2009). Diese Erkenntnis stand jedoch zur Zeit der Hauptversuche zur 
vorliegenden Arbeit noch nicht zur Verfügung.  
 
 
5.2  Einfluss der SPIO-Produkte auf die biologischen Eigenschaften der MSC 
Der Einfluss von SPIO-Partikeln auf die biologischen Eigenschaften verschiedener 
Stammzellpopulationen wurde bereits von verschiedenen Gruppen untersucht. Im Folgenden soll 
auf deren Ergebnisse im Vergleich mit der vorliegenden Arbeit eingegangen werden. 
 
Übereinstimmend mit den Ergebnissen anderer Gruppen konnten auch in der vorliegenden Arbeit 
keine signifikanten Einflüsse der SPIO-Markierungen auf das Proliferationsvermögen der MSC 
festgestellt werden. Kim und Mitarbeiter verwendeten Resovist® und Feridex® (= Endorem™), zur 
Markierung von hMSC (KIM et al.). Ebenfalls Endorem™ zur Markierung von hMSC verwendeten 
Kostura und Mitarbeiter, Bulte und Mitarbeiter sowie Farrell und Mitarbeiter (KOSTURA et al. 2004, 
BULTE et al. 2004, FARRELL et al. 2008, BULTE 2009). Addicott und Mitarbeiter markierten MSC 
von Langschwanzmakaken mittels Molday ION Rhodamine B™ (ADDICOTT et al. 2010 ). 
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Die Studie von Kostura und Mitarbeitern zeigte auch, dass nach Markierung von hMSC mit 
Endorem™ unter Verwendung eines anderen TA (PLL, Poly-L-Lysin), die chondrogene 
Differenzierung blockiert war (KOSTURA et al. 2004). Als Kontrolle dienten unmarkierte, nur mit 
PLL inkubierte hMSC. Diese Gruppe kam somit zu dem Schluss, dass die SPIO-Partikel selbst, 
nicht das TA, für die Hemmung des chondrogenen Differenzierungspotentials verantwortlich 
waren. Zur Bewertung der Neochondrogenese wurden Safranin O-Fast Green-Färbung und 
Vorhandensein von Kollagen II untersucht. In den Studien von Bulte und Mitarbeitern sowie Lee 
und Mitarbeitern wurden diese Ergebnisse bei Verwendung von Endorem™, in der Studie von 
Henning und Mitarbeitern auch bei Verwendung von Resovist
 
bestätigt (BULTE et al. 2004, LEE 
et al. 2007, HENNING et al. 2009). Es wurde sogar geschlussfolgert, dass die Intensität der 
chondrogenen Differenzierung von der Höhe der Eisenkonzentration abhängig sei. Ähnliche 
Ergebnisse ließen sich in der hier vorliegenden Arbeit beobachten. Auch hier wurde nach der 
Markierung mit SPIO-Partikeln eine verminderte chondrogene Differenzierung beobachtet, welche 
eine Abhängigkeit von der Eisenkonzentration in der Gebrauchslösung erkennen ließ: je höher die 
Eisenkonzentration und auch die Markierungsintensität (intrazellulärer SPIO-Gehalt), desto stärker 
zeigte sich eine Hemmung des  chondrogenen Differenzierungspotentials. Die MSC der 
unmarkierten Kontrolle zeigten dabei stets das höchste chondrogene Differenzierungspotential. 
Arbab und Mitarbeiter sowie Farrell und Mitarbeiter untersuchten ebenfalls u.a. das chondrogene 
Differenzierungspotential von Endorem™-markierten MSC (ARBAB et al. 2005, FARRELL et al. 
2008). Sie kamen zu der Schlussfolgerung, dass diese Markierung keinen Einfluss auf die 
chondrogene Differenzierung habe. Jedoch verwendeten beide Gruppen zum Nachweis der 
Neochondrogenese die Alzianblau-Färbung und das Vorhandensein von Kollagen X, was kritisch 
bewertet werden sollte, da beide keine spezifischen Nachweise für die chondrogene 
Differenzierung leisten. 
 
In der vorliegenden Arbeit ließ sich keine erklärbare signifikante Abhängigkeit des frühen 
osteogenen Differenzierungspotentials von der Art der SPIO-Markierung erkennen. Die eMSC-
Proben aller 4 Markierungskondionen zeigten die Fähigkeit zur frühen Osteogenese, dabei 
besaßen die unmarkierten eMSC das höchste Differenzierungspotential. Die späte Osteogenese 
zeigte ebenfalls keine Abhängigkeit von der Markierungskondition. Auch aus den Arbeiten von  
Kostura und Mitarbeitern, Lee und Mitarbeitern sowie Addicott und Mitarbeitern folgten die 
Schlüsse, dass die SPIO-Partikel der dort untersuchten Produkte (erste 2: Endorem™; 3. Molday 
ION Rhodamine B™) keine Einflüsse auf das osteogene Differenzierungspotential von MSC 
besitzen (Addicott et al. 2010, LEE et al. 2007, KOSTURA et al. 2004). Dagegen konnte in der 
Arbeit von Chen und Mitarbeitern eine Hemmung des osteogenen Differenzierungspotentials bei 
Verwendung von Resovist-markierten hMSC beobachtet werden (CHEN et al. 2010). 
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Die Ergebnisse der Untersuchungen zu den Differenzierungspotentialen der MSC lassen weiterhin 
vermuten, dass erhebliche interindividuelle Unterschiede im Differenzierungspotential der MSC 
bestehen. Dabei sollte nicht nur das Differenzierungspotential der unmarkierten MSC als Kontrolle 
betrachtet werden. Ebenso können eventuell auch unterschiedlich starke individuelle Reaktionen 
auf die SPIO-Partikel bestehen. So schienen die SPIO-Partikel z. T. einen positiven Effekt auf die 
adipogene Differenzierung der eMSC zu besitzen. Während nur 1/5 unmarkierten Proben als 
Adipogenese-positiv bewertet wurde, stieg die Zahl bei den Endorem™-markierten Proben auf 2/5 
und bei den Molday ION Rhodamine B™-markierten Proben auf 3/5. Bei den oMSC-Proben waren 
derartige Unterschiede nicht erkennbar. In den Arbeiten von Kostura und Mitarbeitern sowie Lee 
und Mitarbeitern waren ebenfalls keine Einflüsse der SPIO-Partikel auf das adipogene 
Differenzierungspotential beobachtet worden.  
 
Desweiteren zeigten sich speziesabhängige Unterschiede im osteogenen 
Differenzierungspotential bzw. –geschwindigkeit der MSC. So konnte bei allen eMSC-Proben, wie 
erwartet, nach 14 d eine erhöhte AP-Aktivität beobachtet werden. Im Gegensatz dazu war bei den 
oMSC-Proben zu diesem Zeitpunkt keine AP-Aktivität nachweisbar. Jedoch ist davon auszugehen, 
dass die oMSC die erhöhte AP-Aktivität zu einem früheren Zeitpunkt aufwiesen und somit zum 
Färbezeitpunkt bereits übergangen war. Diese Annahme begründet sich aus dem Fakt, dass die 
späte osteogene Differenzierung nach 21 d bei beiden Spezies wieder identisch beobachtet 
werden konnte.  
 
5.3  MRT 
Die MRT ermöglicht eine detaillierte Darstellung verschiedener Gewebe aufgrund deren 
unterschiedlichen Wassergehalts. SPIO-Partikel verursachen in T2*w MRT-Aufnahmen 
hypointense Signale, sog. Suszeptibilitätseffekte. Jedoch entstehen auch an Grenzflächen 
zwischen verschiedenen Geweben oder Materialien die eher unerwünschten 
Suszeptibilitätsartefakte. In diesen Bereichen kann es infolge starker Magnetisierung zu 
Signalausfällen und/ oder Bildverzerrungen kommen, welche die Auswertbarkeit von MRT-
Aufnahmen beeinflussen kann. Die Auswertung der MRT-Aufnahmen in dieser Arbeit basierte auf 
der Flächenbestimmung der hypointensen MRT-Signalfläche und war somit direkt von den 
Grenzen der Signalflächen abhängig. Da die Auswertung computergestützt erfolgte, ist mit einer 
stetigen und minimalen Fehlerwahrscheinlichkeit zu rechnen. Dieser relativ standardisierte Fehler 
sollte den Gesamtvergleich der verschiedenen SPIO-Produkte jedoch wenig beeinflussen. 
Ein Diskussionspunkt im Zusammenhang mit der MRT-Auswertung in diesem Versuch ist die 
verwendete MRT-Feldstärke von 0,5 T, die als sehr schwach eingeschätzt werden muss. Eine 
Darstellung einzelner SPIO-Partikel ist jedoch auch bei höheren Feldstärken nicht möglich. MRT-
Aufnahmen können stets nur größere Ansammlungen von SPIO-Partikeln sichtbar machen. Eine 
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eindeutige Zuordnung zu den MSC ist daher nicht möglich. Da jedoch die SPIO-Partikel mithilfe 
der Preußisch Blau-Färbung ziemlich eindeutig dem Intra- bzw. Extrazellulärraum der MSC 
zugeordnet werden konnten, kann somit eine Relation zu den entsprechenden MRT-Aufnahmen 
hergestellt werden.  
Die am 2. Tag nach Markierung stark hypointensen Signale der Resovist®-markierten MSC sind 
mit größter Wahrscheinlichkeit nicht repräsentativ für die eigentliche Zellmarkierung. Dies konnte 
mithilfe der Preußisch Blau-Färbung eindeutig gezeigt werden, da die angefärbten SPIO-Partikel 
zum großen Teil extrazellulär lokalisiert waren.  
 
5.4  Wichtung der Ergebnisse 
Ein Ziel dieser Arbeit war die Selektion des optimalen der 3 getesteten SPIO-Produkte für die 
weitere Verwendung in einem in vivo-Großtierversuch, in dem SPIO-markierte MSC nach 
Applikation in ein arthrotisches Gelenk über einen längeren Zeitraum nachverfolgt werden sollten. 
Für diese Auswahl wurden die Kategorien zunächst nach ihrer Relevanz für den in vivo-Versuch 
gewichtet. Den niedrigsten Wf (1) erhielten die Kategorien Proliferationsverhalten, Adipogenese, 
sowie frühe und späte Osteogenese. Diese Kategorien sollten in der vorliegenden Arbeit nur der 
Überprüfung der unveränderten charakteristischen Eigenschaften der MSC nach SPIO-Markierung 
dienen. Ein eventueller Einfluss der SPIO-Markierung auf das Proliferationspotential, das 
adipogene oder osteogene Differenzierungspotential wurde für den in vivo-Versuch als eher wenig 
relevant eingeschätzt. 
Den mittleren Wf (2) erhielt nur die Kategorie Chondrogenese. Diese diente ebenfalls der 
Überprüfung der unveränderten charakteristischen Eigenschaften der MSC nach SPIO-
Markierung, besaß jedoch gleichzeitig eine gewisse Bedeutung für den in vivo-Versuch. Es besteht 
u.a. die Annahme, dass MSC durch chondrogene Differenzierung zum direkten Zellersatz in 
arthrotischem Knorpel beitragen. Wäre die chondrogene Differenzierung infolge der SPIO-
Markierung stark vermindert, so könnten die MSC diese Aufgabe im arthrotischen Gelenk nicht 
mehr bewerkstelligen bzw. ließe sich diese Funktion nicht nachweisen. Die weitere Annahme, 
dass MSC mittels Sekretion von löslichen Faktoren zur Knorpelheilung beitragen könnten, wurde 
hier nicht untersucht, kann somit also auch nicht ausgeschlossen werden.  
Die Kategorien Preußisch Blau und MRT erhielten den höchsten Wf (3), da diese beweisend für 
die Markierung und Detektierbarkeit der MSC sein würden und damit die Hauptaussage bzgl. der 
Nachverfolgbarkeit der markierten MSC liefern sollten. 
 
5.5  Auswahl eines SPIO-Produkts und Ausblick für den in vivo-Versuch 
Die SPIO-Markierung von MSC mittels Resovist® ließ sich aufgrund der gewichteten in vitro-Daten 
als optimales SPIO-Produkt identifizieren. Jedoch sei zu bedenken, dass auch mithilfe einer 
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möglichst objektiven Auswertung und Ergebniswichtung die Vor- und Nachteile mancher SPIO-
Produkte nicht aufzuwiegen bzw. bestimmte Faktoren nicht voraussagbar sind.  
Resovist®-markierte MSC führten am 2. Tag nach Markierung zu sehr starken MRT-Signalen. 
Anhand der Preußisch Blau-Färbung zeigte sich jedoch, dass diese auf große Mengen 
extrazellulär vorhandener SPIO-Partikel zurück zu führen waren und somit als falsch positive 
Ergebnisse zu interpretieren sind. Daraus könnten Probleme bei der Nachverfolgung SPIO-
markierter MSC in vivo entstehen, da mittels MRT letztendlich nur  die SPIO-Partikel, nicht selektiv 
die Zellen verfolgt werden können (KRAITCHMAN et al. 2008). Eine Verwendung von frisch mit 
Resovist® markierten MSC für einen in vivo-Versuch zur Nachverfolgung der markierten MSC 
würde so falsche Schlüsse auf die Verteilung der MSC liefern. Sinnvoll wäre jedoch die 
Verwendung von Resovist®-markierten MSC, welche einer weiteren Passage in vitro unterzogen 
wurden. Die Ergebnisse der Preußisch Blau-Färbung der MSC 9 d nach Resovist®-Markierung 
(eine Passage später) zeigten eine sehr zuverlässige intrazelluläre Verteilung der SPIO-Partikel. 
Somit konnten auch die Ergebnisse der MRT-Untersuchung ab diesem Zeitpunkt zuverlässig 
ausgewertet werden.  
Aufgrund der optimierten Umgebungsfaktoren und Nährstoffzusammensetzung von Kulturmedien 
zur Expansion von MSC in vitro ist anzunehmen, dass die Proliferation der MSC in vitro weitaus 
höher ist als in vivo. Aus diesem Grund sind die Ergebnisse dieser Arbeit nur mit Vorsicht auf die 
Bedingungen und das Verhalten von MSC in vivo zu übertragen. Da bei jeder Zellteilung die in 
einer Zelle enthaltenen SPIO-Partikel auf 2 Tochterzellen aufgeteilt werden, kann man davon 
ausgehen, dass bei einer geringeren Proliferation der Zellen in vivo die kritische Menge an SPIO-
Partikeln länger in der Einzelzelle verbleibt. Somit könnte von einer längeren MRT-
Nachverfolgbarkeit der markierten MSC in vivo im Vergleich zu den in vitro-Ergebnissen (ca. 16 d, 
je nach Produkt und Spezies) ausgegangen werden.  
In der vorliegenden Arbeit konnte eine nicht signifikante Erhöhung des Proliferationspotentials von 
Molday ION Rhodamine B™-markierten MSC im Vergleich zu den anderen 
Markierungskonditionen beobachtet werden. Sollte sich dies auch im in vivo-Versuch auswirken, 
so könnte es aus o.g. Gründen zu einem schnelleren Unterschreiten der kritischen Menge an 
SPIO-Partikeln in den MSC kommen. Daraus würde eine relativ kürzere Nachverfolgbarkeit der 
markierten MSC resultieren. Jedoch ist diese Annahme rein spekulativ. Eine vergleichende 
Untersuchung der verschiedenen Markierungskonditionen in vivo unter Beachtung der 
Markierungseffizienzen und -dauer könnte Gewissheit darüber liefern. 
Da SPIO-markierte MSC in der vorliegenden Arbeit stets ein, gegenüber unmarkierten MSC, 
vermindertes chondrogenes Differenzierungspotential aufwiesen, wurde beschlossen, dass 
zusätzlich zu den markierten auch unmarkierte MSC in das Gelenk appliziert werden sollten.  
Diese wären in ihrer Biologie ungestört. Auf diese Weise könnten die markierten MSC einerseits 
nachverfolgt werden, andererseits wäre auch eine Beurteilung des Regenerationspotentials der 
MSC möglich. 
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5.6  Schlussfolgerung 
Obwohl Resovist® nach Wichtung und Aufsummierung der Ergebnisse den höchsten Gesamtrang 
unter den 3 getesteten SPIO-Produkten erreichte, wurde es nicht als optimales Produkt für den 
geplanten in vivo-Versuch ausgewählt. Die Wahl hierfür fiel auf Molday ION Rhodamine B™, da 
nur dieses von Anfang an eine zuverlässige und selektive Markierung der MSC zur 
Nachverfolgung mittels MRT ermöglichte. Jedoch sei nochmals zu erwähnen, dass es derzeit 
keine Zulassung von Molday ION Rhodamine B™ für die klinische Anwendung am Menschen gibt. 
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Mesenchymale Stammzellen (MSC) werden bereits in klinischen Studien zur Behandlung 
verschiedener Krankheiten eingesetzt. Über deren Wirkmechanismus und Verbleib nach 
Applikation ist jedoch noch wenig bekannt. Die in vivo-Nachverfolgung markierter MSC mittels 
Magnetresonanztomographie stellt eine mögliche Methode zur Erlangung weiterer Erkenntnisse 
dar. Zu diesem Zweck können die MSC mittels superparamagnetischen Eisenoxid (SPIO)-
Partikeln markiert werden. 
In dieser Arbeit wurden 3 verschiedene SPIO-Produkte zur Markierung oviner und equiner MSC 
verwendet: Endorem™, Resovist® und Molday ION Rhodamine B™. Die Produkte wurden 
hinsichtlich ihrer Einflüsse auf die biologischen Eigenschaften der MSC, ihrer Markierungseffizienz 
und –selektivität verglichen. Desweiteren wurde die produktspezifische 
magnetresonanztomographische Nachverfolgbarkeit der SPIO-markierten MSC untersucht. 
Weiterführendes Ziel war die Selektion des am besten geeigneten SPIO-Produktes für die 
Verwendung in einem in vivo-Großtierversuch zur magnetresonanztomographischen 
Nachverfolgung SPIO-markierter MSC nach Applikation in arthrotische Gelenke. Die MSC wurden 
dazu aus dem Knochenmark von je 5 gesunden Schafen und Pferden isoliert, bis zur Passage 4 
(P4) expandiert und schließlich mit den verschiedenen SPIO-Produkten markiert. Unmarkierte 
MSC der gleichen Tiere dienten zur Kontrolle. Proliferationsvermögen sowie tripotentes 
Differenzierungspotential wurden in vitro untersucht. Zur Evaluierung von Markierungsselektivität 
und -effizienz der SPIO-Produkte wurden die MSC ab der P4 bis zur P7 wöchentlich passagiert. 
Ein semiquantitatives histologisches Auswertungssystem basierend auf der Preußisch Blau-
Färbung sowie T2*w-GRE-Sequenzen an einem 0,5T-MRT-System wurden zur Evaluierung 
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genutzt. Markierungsselektivität bezeichnete die intra- oder extrazelluläre Lokalisation der SPIO-
Partikel. Markierungseffizienz beschrieb die Menge intrazellulär vorhandener SPIO-Partikel. Es 
wurde gezeigt, dass sich ovine und equine MSC mit allen 3 untersuchten SPIO-Produkten 
erfolgreich markieren ließen. Die Ergebnisse der in vitro-Untersuchungen ergaben keine 
Unterschiede zwischen SPIO-markierten und unmarkierten MSC hinsichtlich des 
Proliferationsvermögens, der adipogenen oder osteogenen Differenzierungsfähigkeit. Jedoch 
wurde eine deutliche Verminderung des chondrogenen Differenzierungspotentials SPIO-markierter 
MSC beobachtet, welche von der Menge intrazellulär vorhandener SPIO-Partikel und somit von 
der Markierungseffizienz abhängig war. Zum Zeitpunkt der initialen Markierung konnte nur Molday 
ION Rhodamine B™ eine selektive und effiziente Zellmarkierung gewährleisten. Mit Endorem™ 
konnte eine selektive, jedoch keine ausreichend effiziente Zellmarkierung erreicht werden. 
Resovist® dagegen bewirkte zwar eine effiziente, aber sehr unselektive initiale Zellmarkierung: 
Mittels Preußisch Blau-Färbung wurde gezeigt, dass große Mengen von SPIO-Partikeln nur 
extrazellulär anhefteten. Die 3 verschiedenen SPIO-Produkte führten weiterhin zu unterschiedlich 
starken hypointensen MRT-Signalen der markierten MSC, welche im Verlauf der 3-wöchigen 
Versuchsdauer bei allen 3 Produkten stetig abnahmen. Unmarkierte MSC waren isointens, also 
mittels MRT nicht darstellbar und daher nicht nachverfolgbar. Stets verursachten Resovist®-
markierte MSC das stärkste hypointense MRT-Signal, gefolgt von Molday ION Rhodamine B™ 
und Endorem™. Resovist®-markierte MSC konnten mittels MRT bei beiden Spezies über den 
längsten Zeitraum nachverfolgt werden (ovine MSC bis 16 Tage, equine MSC bis 23 Tage nach 
Markierung).  
Aufgrund der exzellenten initialen Markierungseigenschaften (hohe Markierungsselektivität und –
effizienz sowie gute Nachverfolgbarkeit) eignet sich Molday ION Rhodamine B™ besonders gut für 
die SPIO-Markierung von MSC zur Nachverfolgung mittels MRT. Molday ION Rhodamine B™ 
verspricht somit eine erfolgreiche Anwendung in einem in vivo-Versuch zur 
magnetresonsztomographischen Nachverfolgung von MSC nach Applikation in arthrotische 
Gelenke. 
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Mesenchymal stem cells (MSC) are already used in clinical studies for treatment of different 
diseases. However, their mechanism of action and fate after application are still not fully 
understood. In vivo tracking of labeled MSC via magnetic resonance imaging (MRI) is a possible 
method to achive further knowledge. For this purpose MSC can be labelled with 
superparamagnetic iron oxide (SPIO) particles. 
For this study 3 different SPIO products were employed for labelling of ovine and equine MSC: 
Endorem™, Resovist®,, and Molday ION Rhodamine B™. The products were compared in terms of 
their influence on biologic behaviour of the MSC, their labelling efficiency, and selectivity. 
Furthermore, product specific magnetic resonance traceability of SPIO labelled MSC was 
evaluated. Final aim was the selection of the most suitable SPIO product to be used in an in vivo 
large animal study employing MRI tracking of SPIO labelled MSC after application into 
osteoarthritic joints. MSC therefore, were isolated from bone marrow of each 5 healthy sheep and 
horses, expanded up to passage 4 (p4), and labelled by the different SPIO products. Unlabelled 
MSC from the same animals served as control. Proliferation potential and tripotent differentiation 
capacities were assessed in vitro. For evaluation of labelling selectivity and efficiency of the SPIO 
products MSC were passaged weekly from p4 up to p7. Semiquantitative histological scoring 
based on Prussian blue staining and images using T2*w GRE sequences in a 0.5T MRI system 
were used. Labelling selectivity describes the intra- or extracellular localisation of the SPIO 
particles. Labelling efficiency describes the amount of intracellular SPIO particles. It was shown 
that ovine and equine MSC could be successfully labelled by all 3 evaluated SPIO products. The 
results of the in vitro experiments did not show differences between labelled and unlabelled MSC 
Summary 
 
 
81 
in terms of proliferation potential, adipogenic or osteogenic differentiation capacities. However, an 
inhibited chondrogenic differentiation capacity of SPIO labelled MSC was observed, which was 
dependend on the amount of intracellular SPIO particles and therefore, also on labelling efficiency. 
At the time of initial labelling, only Molday ION Rhodamine B™ showed selective and efficient cell 
labelling. With Endorem™ selective, but not efficient cell labelling was achieved. Resovist®, in 
contrast, caused efficient but very unselective initial cell labelling: By Prussian blue staining it was 
shown that large amounts of SPIO particles were attached extracellularly. These 3 different SPIO 
products led to variable hypointense MRI signals of the labelled MSC which decreased in all 3 
products during the 3 week study period. Unlabelled MSC were isointense, thus not visible, and 
therefore, not traceable using MRI. At every point of time, Resovist® labelled MSC resulted in the 
most hypointense MR signals, followed by Molday ION Rhodamine B™ and Endorem™. Resovist® 
labelled MSC were traced over the longest time span (ovine MSC until 16 days, equine MSC until 
23 days post labelling).  
Due to excellent initial labelling properties (high labelling efficiency and selectivity, good 
traceability) Molday ION Rhodamine B™ suits best for SPIO labelling of MSC to be tracked by 
MRI. Molday ION Rhodamine B™ therefore, promises a successful use in an in vivo study using 
MRI for MSC tracking after application into osteoarthritic joints. 
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